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 การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมคิุมกันจํานวน 10 ชนิด ซ่ึงไดแก 
Anti-microbial peptide, β-glucan binding protein, crustin, heat shock protein 70, lysozyme, 
peroxinectin, penaeidin, prophenoloxidase, serine proteinase inhibitor และ transglutaminase  
ในเม็ดเลือด หวัใจ ตับและตบัออน กลามเนื้อ ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง ลําไสสวนทาย 
เหงือก และเนือ้เยื่อใตเปลือก ของกุงกุลาดําที่แข็งแรงขนาด 12 กรัม ดวยวิธี Conventional RT-
PCR พบวายีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกนัสวนใหญมีการแสดงออกมากในเซลลเม็ดเลือด 
เหงือก หวัใจ และ ลําไสสวนทาย ตามลําดับ และการศึกษาผลของการเสริมเบตา-กลูแคนใน
อาหาร 3 ระดบัคือ 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ
ระบบภูมิคุมกนัในเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดําขนาด 12.85±0.69 กรัม โดยใชเทคนิค 
Conventional RT-PCR ตรวจสอบระดับการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับระบบภมูิคุมกัน 
พบวาการเสรมิเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีผลทําใหยีนที่
เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันบางชนิดของกุงกุลาดํามีการแสดงออกสูงกวากุงกลุมควบคุมที่ไมได
รับเบตา-กลูแคนในอาหารในบางชวงเวลา โดยเฉพาะอยางยิ่งในวันที่ 1, 3 และ 14 ภายหลังจากที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร  นอกจากนี้ยงัพบวาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 และ 
5 กรัมใหกุงกนิเปนเวลา 14 วัน มีผลทําใหกุงกุลาดําสามารถตานทานแบคทีเรีย Vibrio harveyi ได
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกุงในกลุมควบคุมและกุงในกลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม โดยมีอัตราการตายสะสม ในวนัที่ 
12 ภายหลังจากการไดรับเชือ้เปน 55.6±8.6, 33.0±0.0, 72.2±17.2 และ 61.1±8.6 % ตามลําดับ 
อยางไรก็ตาม ไมพบวาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารความเขมขน 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม ใหกุงทดลองกินระยะเวลา 14 วัน สามารถโนมนําทําใหกุงกุลาดําสามารถตานทานตอ
เชื้อ White spot syndrome virus (WSSV) ได   
     /  /  

ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ืออาจารายที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก   



 

Jaruwan  Chinnakorn  2007: Effects of β-glucan Supplementation on Expression of 
Immune-related Genes, and Resistance Against Vibrio harveyi and White Spot 
Syndrome Virus in Black Tiger Shrimp (Penaeus monodon Fabricius).  Master of 
Science (Aquaculture), Major Field: Aquaculture, Department of Aquaculture.  Thesis 
Advisor: Mr. Prapansak  Srisapoome, Ph.D.  117 pages. 

 
 

Expression analysis of  ten immune-related genes (Anti-microbial peptide, β-glucan 
binding protein, crustin, heat shock protein 70, lysozyme, peroxinectin, penaeidin, 
prophenoloxidase, serine proteinase inhibitor and transglutaminase), were investigated in 
haemocytes, heart, hepatopancreas, muscle, foregut, midgut, hindgut, gills, and subcuticular 
epithelium of a healthy black tiger shrimp (12 g body weight) using conventional RT-PCR. The 
high expression levels of these genes were observed in haemocytes, gills, heart and high gut, 
respectively. Effects of four different diets with 0, 1, 3 and 5 g of β-glucan/kg on expression 
levels of immune-related genes in haemocytes of black tiger shrimps (12.85±0.69 g body 
weight) were investigated at day 0, 1, 3, 7, 10 and 14 after feeding. Shrimps fed with 3 and 5 g 
of β-glucan/kg diet resulted in higher mRNA expression levels of some immune-related genes 
in some days, especially at day 1, 3 and 14.  Efficacies of β-glucan supplemented diet on 
disease resistances were also evaluated. Supplemented feed with 3 and 5 g of β-glucan/kg diet 
showed higher performance in V. harveyi resistance. The accumulative percent mortality of 
these two shrimp groups was found to be significantly lower than those of control shrimps and 
shrimps fed with 1 g of β-glucan/kg diet (P<0.01) by 55.6±8.6, 33.0±0.0, 72.2±17.2 and 
61.1±8.6 %, respectively. On the other hand, no disease resistance of all β-glucan-consuming 
shrimps was observed when they were challenged with white spot syndrome virus (WSSV).  
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โครงสรางของเบตา-กลูแคน 
ปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
การแสดงออกของยีน AMP, βGBP, Crustin, HSP70, Lysozyme, Peroxinectin, 
Penaeidin,  ProPO, SPI, TGase และ β-actin ที่พบในอวยัวะตาง ๆ ไดแก 1; 
หัวใจ, 2; ตับและตับออน, 3; เหงือก, 4; เนือ้เยื่อใตเปลือก, 5; ลําไสสวนหนา, 6;  
ลําไสสวนกลาง, 7; ลําไสสวนทาย, 8; เม็ดเลือด, 9; กลามเนื้อ ในกุงกุลาดําปรกต ิ
น้ําหนกัของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่มีเบตา-กลูแคนในระดับตาง ๆ กนั เมื่อ
เริ่มตนการทดลองจนถึงสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน 
การแสดงออกของ β-actin ยีนโดยใชเทคนคิ RT-PCR ของกุงกุลาดําที่ไมได
รับเบตา-กลูแคน ในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1, 3 และ 
5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยีน HSP70 เปรียบเทียบกบียีน β-actin โดยใชเทคนคิ RT-
PCR ของกุงกลุาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคน
ในอาหารในอตัรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 
7, 10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยีน SPI เปรียบเทียบกีบยนี β-actin โดยใชเทคนิคRT-PCR 
ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 
10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยีน Peroxinectin เปรียบเทียบกับยีน β-actin โดยใชเทคนิค 
RT-PCR ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารและไดรับเบตา-กลู
แคนในอาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 
1, 3, 7, 10 และ 14 วัน  
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การแสดงออกของยีน TGase เปรียบเทียบกบียีน β-actin โดยใชเทคนิค RT- 
PCR ของกุงกลุาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคน
ในอาหารในอตัรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 
7, 10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยีน Lysozyme เปรียบเทยีบกีบยีน β-actin โดยใชเทคนิค 
RT- PCR ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลู
แคนในอาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 
1, 3, 7, 10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยีน βGBP เปรียบเทียบกีบยีน β-actin โดยใชเทคนคิ RT- 
PCR ของกุงกลุาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคน
ใอาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 
10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยนี AMP เปรียบเทียบกบียีน β-actin โดยใชเทคนิค RT-PCR 
ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 
10 และ 14 วัน 
การแสดงออกของยีน Crustin เปรียบเทียบกีบยีน β-actin โดยใชเทคนคิ RT- 
PCR ของกุงกลุาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคน
ในอาหารในอตัรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 
7, 10 และ 14 วัน  
การแสดงออกของยีน Penaeidin เปรียบเทียบกีบยีน β-actin โดยใชเทคนิค RT- 
PCR ของกุงกลุาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคน
ในอาหารในอตัรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 
7, 10 และ 14 วัน  
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การแสดงออกของยีน ProPO เปรียบเทียบกบียีน β-actin โดยใชเทคนิค RT-
PCR ของกุงกลุาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคน
ในอาหารในอตัรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 
7, 10 และ 14 วัน 
อัตราการตายสะสมของกุงกุลาดําที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับตาง ๆ 
กัน ภายหลังจากการฉดีดวยเชื้อ V. harveyi ในระยะเวลา 12 วัน 
อัตราการตายของกุงกุลาดําปรกติภายหลังการฉีดดวยเชือ้ WSSV ที่ความเขมขน
ตาง ๆ เปนเวลา 20 วัน 
อัตราการตายของกุงกุลาดําที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับตาง ๆ กัน 
ภายหลังการฉีดดวยเชื้อ WSSV ที่ความเขมขน 10-6 ของ Viral stock เปนเวลา 
14 วัน 
ผลการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสดวยเทคนิค PCR โดยใชตัวอยาง DNA 
ตนแบบจาก DNA ซ่ึงสกัดจากกุงทดลอง 
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ผลของการเสริมเบตา-กลูแคนตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกนั
และการตานทานเชื้อแบคทีเรียเรืองแสงและไวรัสดวงขาวในกุงกุลาดํา  

(Penaeus monodon Fabricius) 
 

Effects of β-glucan Supplementation on Expression of Immune-related Genes, 
and Resistance Against Vibrio harveyi and White Spot Syndrome Virus in  

Black Tiger Shrimp (Penaeus monodon Fabricius) 
 

คํานํา 
 

กุงกุลาดําจดัเปนสัตวน้ําเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศไทย นับตั้งแตมกีารปรับเปลี่ยน
ระบบการเลี้ยงมาเปนการเลีย้งแบบพัฒนา (intensive) ในป พ.ศ. 2531 ซ่ึงพบวามีการปลอยกุงลง
เล้ียงในอัตราที่หนาแนนตอพื้นที่สูง มีการใหอาหารที่มากไปทั้งปริมาณและคณุภาพ ผลผลิตที่ได
อยูในชวงสูงประมาณ 500 - 1,000 กิโลกรัม/ไร  โดยในชวง 10 ปที่ผานมาประเทศไทยสามารถสง
กุงกุลาดําแชเยอืกแข็งและผลติภัณฑอ่ืน ๆ ไปขายยังตลาดโลกดวยปริมาณการผลิตประมาณ 
200,000 ตัน คิดเปนมูลคากวา 60,000 ลานบาท/ป และจากการสงออกผลผลิตอยางตอเนื่องได
สงผลใหประเทศไทยกลายเปนผูนําในการสงกุงกุลาดําและผลิตภัณฑในตลาดโลกตั้งแตป 2534 
และยังคงครองความเปนผูนาํในการสงออกมาจนถึงปจจบุัน อยางไรกต็ามผลของการเลี้ยงกุงแบบ
พัฒนาไดสงผลใหประสบปญหานานาประการ  โดยเฉพาะอยางยิ่งการเกิดโรคซึ่งจัดเปนปญหาที่
สําคัญที่สุด ทั้งที่มีสาเหตุมาจาก แบคทีเรยีในกลุม Vibrio spp. เปนกลุมของเชื้อโรคที่ไดกอใหเกดิ
ความเสียหายตอธุรกิจการเลี้ยงกุงกุลาดําทั้งในบอเล้ียงและบออนุบาล โดยเฉพาะอยางยิ่ง V. 
harveyi ซ่ึงเปนสาเหตุของโรคเรืองแสง นอกจากนี้โรคไวรัสดวงขาว (White spot syndrome virus; 
WSSV) ก็เปนเชื้อโรคอีกชนิดหนึ่งที่สรางความเสียหายมากที่สุดในการเลี้ยงกุงขนาดใหญ โดย
กอใหเกิดความเสียหายอยางกวางขวาง ตอเนื่องยาวนานมาจนถึงปจจุบนั (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) 
เพื่อแกไขปญหาการเกดิโรคดังกลาว ยาปฏิชีวนะและสารเคมีนานาชนดิ ไดถูกนํามาใชอยาง
แพรหลายและไดมีความพยายามนําเอายาและสารเคมีชนิดใหม ๆ เขามาใชในการเพาะเลี้ยงและ
อนุบาลกุงเสมอ ๆ กอปรกับการขาดความรูที่ถูกตองเกี่ยวกับการใชยาและสารเคมีของเกษตรกร จน
สงผลใหเกิดปญหาการดื้อยาของแบคทีเรียทําใหการใชยาและสารเคมีบางตัวไมไดผล ทั้งยังมีผล
ตอจุลชีพชนิดอื่น ๆ ที่มีประโยชนในธรรมชาติสงผลกระทบตอหวงโซอาหารในระบบนิเวศของ



 

2

แหลงน้ําตามธรรมชาติอีกดวย นอกจากนีย้าหรือสารเคมีบางตัวยังเกิดการตกคางในตวักุง สงผล
กระทบที่เปนอันตรายตอผูบริโภคและเปนสาเหตุใหผูนําเขากุงและผลิตภัณฑยกเลกิการนําเขา 
สงผลกระทบตอธุรกิจที่เกี่ยวกับกุงกุลาดําทั้งระบบ 

 
 ในปจจุบนัการใชสารกระตุนภูมิคุมกนั (Immunostimulants) ซ่ึงสวนใหญเปน
องคประกอบของจุลชีพ เชน เบตา-กลูแคนจากยีสต ไลโปโพลีแซคคาไรดจากผนังเซลลของ
แบคทีเรียแกรมลบ หรือ เปปติโดกลัยแคนจากผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมบวก มแีนวโนมที่จะ
สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของกุงใหตานทานเชื้อทีก่อโรคในกุงได (ฉัทชนัน, 2549) หาก
สามารถเขาใจกลไกการตอบสนองทางภูมคิุมกันของกุง ก็จะทําใหการใชสารกระตุน
ภูมิคุมกันเบตา-กลูแคนโดยการผสมอาหารเกิดความเหมาะสม สามารถลดอัตราการใชยาและ
สารเคมี รวมถึงตนทุนการผลิตของเกษตรกรไดอีกทางหนึ่ง นอกจากนีย้ังจะเปนการสรางความ
เชื่อมั่นใหกับประเทศผูนําเขาวาสินคากุงทะเลของไทยปลอดจากยาและสารเคมีตกคาง เปนมิตร 
และไมสงผลกระทบตอส่ิงแวดลอม อันจะนําไปสูการพฒันาการเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําแบบยั่งยืน
ตอไป 
 
 การวิจยัคร้ังนีมุ้งเนนเพื่อศกึษาผลของการใชสารกระตุนภูมิคุมกันเบตา-กลูแคนที่สกดัได
จากยีสตโดยการผสมในอาหารแลวทําการตรวจสอบระดบัการตอบสนองของยีนในระบบภูมิคุมกัน 
(Immune-related gene) ของกุงกุลาดํา ซ่ึงไดมีการศึกษาและคนพบวามยีีนที่ทําหนาทีใ่นระบบ
ภูมิคุมกันคลายกันกับที่พบในสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Invertebrate) อ่ืน ๆ หลายชนดิ เชนเดยีวกับ
แมลงหรือกุงชนิดอื่น ๆ ซ่ึงไดแก ยีนในกลุม Prophenoloxidase (ProPO) system, Antimicrobial 
peptides (AMPs), Clotting proteins และ Pattern recognition proteins (PRPs) ซ่ึงมีความสําคัญอยาง
ยิ่งในการตอบสนองทางภูมคิุมกันในสัตวกลุมนี้ อยางไรก็ตามการศึกษาการตอบสนองของยีน
เหลานี้ตอการกระตุนดวยสารกระตุนภูมิคุมกันยังมจีํากัด โดยเฉพาะอยางยิ่งในกุงกุลาดํา นอกจากนี้
ผูวิจัยยังมุงที่จะศึกษาผลของการไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานเชื้อแบคทีเรียเรือง
แสง (V. harveyi) และเชื้อไวรัสดวงขาว ผลของการศึกษาครั้งนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการ
เปนแนวทางการประยุกตใชสารกระตุนภมูิคุมกันเบตา-กลูแคนในอาหารของกุงกุลาดําใหเกิด
ประสิทธิภาพสูงสุดตอไป 
  
 

 



วัตถุประสงค 
 

1.  เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในอวยัวะตาง ๆ ของกุง 
กุลาดํา 
 

2. เพื่อศึกษาผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับ 
ระบบภูมิคุมกนัในเมด็เลือดของกุงกุลาดํา 
 

3. เพื่อศึกษาผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานเชื้อแบคทีเรียเรืองแสง  
(V. harveyi) และเชื้อไวรัสดวงขาว (White spot syndrome virus: WSSV) ในกุงกุลาดาํ 

 
 



การตรวจเอกสาร 
 
1.  กุงกุลาดํา 
 

1.1  ชีววิทยาของกุงกุลาดํา 
  

กุงกุลาดํา (P. monodon) จัดเปนสัตวไมมีกระดูกสันหลัง (Invertebrate) ในกลุม 
Crustaceans มีลักษณะทั่วไปที่สําคัญคือ มีหนวดลายจางไมเดนชดั แกมอยูในแนวระนาบและสันอยู
สองขาง โคนกรียาวเกือบถึงฟนกรีอันหลังสุด มีแนวเฉียงชี้ไปทางนัยนตา นอกจากนีม้ีลักษณะ
ลําตัวสีแดงอมน้ําตาลถึงน้ําตาลเข็ม มีลายพาดขวางที่หลังประมาณ 9 ลาย กรีดานบนมฟีน 6 - 8 ซ่ี 
ดานลางมี 2 - 4 ซ่ี ขอบหางและขาวายน้ํามขีนเล็ก ๆ สีแดง ปลายขาเดินคูที่ 1 - 2 เปนสีน้ําตาลเขม 
(ปกรณ, 2531) ซ่ึงสามารถจัดลําดับทางอนกุรมวิธานไดดงันี้ 

 
Phylum Arthropoda 

      Subphylum Crustacea 
           Class Malacostraca 
                Order Decapoda 
                     Superfamily Penaeoidea 

                         Family Penaeidae Rafinesque, 1815 
                              Genus Penaeus Fabricius, 1798 
                                   Subgenus Penaeus 
                                        Species monodon (Brusca and Brusca, 1990) 
  
1.2  สภาวะการเลี้ยงกุงกุลาดําในปจจุบัน 

 
การเพาะเลี้ยงกุงกุลาดําในประเทศไทย ไดเริ่มตนจากการที่กรมประมงประสบ

ความสําเร็จในการเพาะขยายพันธุกุงไดในโรงเพาะฟกตัง้แตประมาณ พ.ศ. 2515  ทําใหเริ่มมีการนํา
ลูกกุงไปปลอยเล้ียงในบอกุง หรือนากุงธรรมชาติเพื่อเพิ่มผลผลิตจากระดับ 40 - 50 กิโลกรัม/ไร/ป 
เปนมากกวา 200 กิโลกรัม/ไร/ป ตามลําดับ และไดพัฒนาตอมาจนเปนการเลี้ยงกุงโดยใชพันธุกุง
จากโรงเพาะฟกอยางเดยีวในชวงประมาณ พ.ศ. 2525 โดยในระยะนั้นยังคงเปนการปลอยกุงแบบไม
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หนาแนนมากนัก (ประมาณ 15 - 20 ตัว/ตารางเมตร) ซ่ึงไดผลผลิตสูง ประกอบกับมีเทคโนโลยีจาก
ประเทศไตหวนัเขามาสนับสนุน ทําใหการสงออกกุงขยายตัวอยางรวดเร็ว ราคากุงที่ขยับสูงขึ้นทํา
ใหผลประกอบการของแตละหนวยธุรกิจที่เกี่ยวของสูง จึงมีการขยายตัวอยางรวดเรว็มากใน
ระหวางป พ.ศ. 2528 - 2531 โดยมีการขยายตัวในแถบจังหวัดทางภาคกลาง ภาคตะวนัออก และ
ภาคใตฝงอาวไทย จากการขยายตวัอยางรวดเร็วของฟารมเลี้ยงทําใหมผีลผลิตออกมามาก จนทําให
ไมสามารถหาตลาดสงออกไดทัน เนื่องจากโรงงานแปรรูปและหองเย็นยังขยายตัวตามไมทัน สงผล
ใหเกิดภาวะกุงราคาตกเปนครั้งแรกในชวงป พ.ศ. 2532 - 2533 หลังจากภาวะกุงราคาตกต่ําไดไม
นาน ก็ประสบปญหาการเกดิโรคไวรัสหัวเหลืองระบาดในพื้นทีภ่าคกลาง โดยเฉพาะบริเวณ “สาม
สมุทร” คือสมุทรสาคร สมุทรสงคราม และสมุทรปราการ และไดขยายไปในภาคตะวนัออกและ
ภาคใตตามลําดับ ในชวงตั้งแตประมาณป พ.ศ.  2533 - 2535 ในระยะนีไ้ดมกีารพฒันาระบบและ
วิธีการเลีย้งตาง ๆ เพื่อลดปญหาในเรื่องโรคระบาด โดยเริม่มีการเลีย้งกุงระบบปด หรือระบบถายน้าํ
นอย การจัดการฟารมเริ่มเปลี่ยนมาเปนการใชยาและเคมีภัณฑในการแกปญหามากขึ้น รวมถึงมี
การพัฒนาการเลี้ยงกุงในระบบปดบริเวณพื้นที่ความเค็มต่ําเกิดขึ้นมามาก โดยเฉพาะแถบลุมน้ํา
บางปะกง ในป พ.ศ. 2536 ก็เกิดปญหาการระบาดของโรคไวรัสชนิดใหมคือ โรคตัวแดงดวงขาวขึน้
อีก  ซ่ึงโรคนี้ไดทําความเสียหายเปนบริเวณกวางครอบคลุมในทุกพื้นที่การเลี้ยง  ทั้งเขตความเค็มต่าํ
จนถึงความเคม็สูง ซ่ึงโรคนี้ก็ยังคงทําความเสียหายใหกับการเล้ียงกุงจนถึงในปจจุบัน ในชวง
ดังกลาวจนถึงปจจุบันระบบการเลี้ยงแบบตาง ๆ ไดมีการพัฒนาหลากหลายมากขึ้น แตสวนมาก
ยังคงเปนการเลี้ยงกุงแบบปดหรือแบบถายน้ํานอย ยกเวนในพื้นที่ภาคใตฝงทะเลอันดามัน  การเลี้ยง
กุงแบบระบบปดโดยใชน้ําหมุนเวียนเริ่มมีมากขึ้น โดยเฉพาะในเขตพื้นที่ความเค็มต่ํา  และไดเริ่มมี
การพัฒนาระบบการเลี้ยงแบบอิงธรรมชาติเกิดขึ้นตอมาในป พ.ศ. 2540 - 2541 ซ่ึงเปนชวงหลังจาก
คาเงินบาทลดต่ําทําใหราคากุงสูงขึ้นมาก เกษตรกรมีรายไดสูงขึ้น ประกอบกับการเลี้ยงกุงในเขต
พื้นที่ความเค็มต่ําประสบความสําเร็จสูง จึงมีการขยายตัวของการเลี้ยงกุงเขตพื้นที่ความเคม็ต่ําหรือ
พื้นที่น้ําจืดจนเกิดกระแสตอตาน จนกระทั่งรัฐบาลประกาศหามการเลี้ยงกุงกุลาดําระบบความเค็มต่าํ
ในพื้นทีน่้ําจืดขึ้นในป พ.ศ. 2541 การขยายตัวของการเลี้ยงกุงตั้งแตป พ.ศ. 2541 ไดเพิม่ขึ้นอยางมาก
ในหลาย ๆ ประเทศทั่วโลก เนื่องจากราคากุงและผลตอบแทนที่สูงมาก ในขณะเดียวกนัการเกิดโรค
ไวรัสดวงขาวไดระบาดอยางหนักในกลุมประเทศอเมรกิากลางและอเมริกาใต  สงผลใหผลผลิตกุง
ทะเลจากกลุมประเทศดังกลาวลดลงมากกวา 50 เปอรเซ็นต ทําใหราคากุงกุลาดําในประเทศไทยยังคง
สูงตอเนื่องจากในระยะป พ.ศ. 2540 จนถึง พ.ศ. 2543  ทําใหเกษตรกรยังคงมีการขยายพื้นทีก่ารเลี้ยง 
และพยายามเพิ่มผลผลิตตอพื้นที่มากขึ้น (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) 
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แตอยางไรก็ตามหากยอนไปดูประสิทธิภาพการผลิตกุงในระยะตั้งแตป พ.ศ. 2540 
เปนตนมา จะพบวาขนาดของกุงกุลาดําที่เล้ียงไดจะมีขนาดเล็กลงเรื่อย ๆ และมีอัตราการ
เจริญเติบโตชามาก ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากขอสันนิฐานหลายประการ เชน การเลี้ยงในระบบปดที่มี
การปลอยลูกกุงในความหนาแนนสูงเกินไป การใชพอแมพันธุที่มีคุณภาพต่ํา  การใชอาหารที่
คุณภาพไมเหมาะสม ตลอดจนความเสื่อมโทรมของสภาพแวดลอมตามธรรมชาติ ก็เปนสาเหตุอีก
ประการหนึ่งที่หลาย ๆ ฝายใหความสนใจ จนกระทั่งป พ.ศ. 2544 ราคากุงกุลาดําเริม่ลดต่ําลงเรื่อย ๆ 
จากผลผลิตกุงทะเลชนิดอื่นที่เพิ่มขึ้นทั่วโลกและผูซ้ือเริ่มใชมาตรการการตรวจสอบสารตกคางใน
ผลิตภัณฑกุง ทําใหแนวโนมราคาต่ําลงประกอบกับประสิทธิภาพการเลี้ยงที่ลดต่ําลงดวย จึงเกดิ
ภาวะวิกฤติกับอุตสาหกรรมการเลีย้งกุงอยางตอเนือ่งมาตั้งแตในป พ.ศ. 2545 จนถึงในปจจุบัน (ชลอ, 
2549) 
 
2.  โรคในกุงกลุาดาํ 
   
 ปญหาการเกดิโรคในการเลี้ยงกุงกุลาดําของไทยจดัเปนปญหาที่สําคัญที่สุด เนื่องจากได
สรางความเสียหายอยางหนกัในทุกพืน้ที่การเลี้ยง ทั้งที่มีสาเหตุมาจาก โปรโตซัว แบคทีเรียและ
ไวรัส โดยเฉพาะอยางยิ่งแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi และไวรัสดวงขาว นั้นถือเปนเชื้อโรคที่มี
ความรุนแรง และทําใหเกิดการตายอยางกวางขวาง และสรางความเสียหายตอธุรกิจการเลี้ยงกุงทะเล
จนถึงปจจุบัน โรคที่เกดิจากแบคทีเรียและไวรัสที่สามารถพบไดในกุงกุลาดําในประเทศไทยไดแก 
 

2.1  โรคแบคทีเรียเรืองแสงที่เกิดจากเชื้อ V. harveyi 
 

โรคแบคทีเรียเรืองแสงสวนใหญเปนพวก Vibrio spp. ประกอบดวย V. anguillarum, 
V.alginolyticus, V. cholerae, V. damsela, V. fluvialis, V. harveyi, V. parahaemolyticus,  
V. vulnificus และ Vibrio spp. (Mohney et al., 1994; Prayitno and Latchford, 1995) โดยเชื้อ V. 
harveyi กอใหเกิดโรคเรืองแสง และเปนเชือ้ที่ทําใหเกดิความเสียหายมากกวาเชื้อ Vibrio ชนิดอื่น ๆ 
โดย V. harveyi จัดเปนแบคทเีรียสกุลวิบริโอ เปนแบคทีเรียแกรมลบรปูรางเปนแทงสั้น เคลื่อนไหว
ดวย Polar flagellum ผลิตเอนไซม Catalase, Cytochrome oxidase, Amylase, Gelatinase, Lipase 
และ Lecithinase สามารถยอย Lysine และ Ornithine แตไมสามารถยอย Aragine ได ใหกรดจาก
การใช Cellobiose, Glucose, Sucrose, Trehalose, Fructose, Maltose, Raffinose และ Galactose แต
ไมใหกรดจากการใช Arabinose, Inosital และ Lactose สามารถเจริญไดดีที่อุณหภูมิ 35 องศา
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เซลเซียส แตไมสามารถเจริญเติบโตไดที่ 5 องศาเซลเซียส และสามารถเจริญเติบโตไดในอาหารทีม่ี
เกลือ 1.6% (Austin and Austin, 1987) มีคุณลักษณะพิเศษ คือสามารถเรืองแสงเชนเดยีวกับ
แบคทีเรียหลายชนิดเชน V. fischer (Schemetter et al., 1986) และแบคทีเรีย V. parahaemolyticus 
บางสายพันธุ (Mohney et al., 1994) รวมถึง V. splendidus ซ่ึงแบคทีเรียทั้งสามชนิดนีม้ีรายงานวา
เปนสาเหตุของการเกิดโรคในกุงกุลาดําได  (Lavilla-Pitogo et al., 1990) เชื้อแบคทีเรยี V. harveyi นี้
กอใหเกิดความเสียหายตอกุงกลุาดําโดยเฉพาะฟารมที่เล้ียงตามชายฝงทะเล โดยสงผลใหมีปริมาณ
เม็ดเลือดในน้าํเลือดลดลง น้ําเลือดมีคาความเปนดางมากขึ้น คาโปรตีนใน serum ลดลง นอกจากนี้
ยังทําใหเกิดการอักเสบของทอตับ ทอตับถูกทําลายเปนเนื้อตาย มีเม็ดเลือดจํานวนมากมาลอมรอบ
ตัวเชื้อเอาไว (จรีพร และ กิจการ, 2530) นอกจากกอใหเกิดความเสียหายตอกุงกุลาดาํแลวยังมีผลตอ
กุงแชบวย โดยเฉพาะลกูกุงแชบวยในระยะนอเพลยีส (ดารุณี และคณะ, 2530) 
 

นอกจากนี้ Prayitno and Latchford (1995) ไดรายงานการตายของกุงกุลาดําวยัออนในเกาะ 
Panny ประเทศฟลิปปนสวามีสาเหตุจากแบคทีเรียเรืองแสงสกุลวิบริโอ 2 ชนิดคือ V. harveyi และ 
V. splendidus โดยสามารถตรวจพบไดในกุงและน้าํตัวอยางที่เก็บจากพื้นที่ชายฝงซึง่ใชในการเพาะ
อนุบาล และจากการแชลูกกุงระยะตาง ๆ ดวยเชื้อวิบริโอเรืองแสง ที่แยกไดจากกุง Postlarva ที่เปน
โรคที่ระดับความเขมขน 102 และ 103 CFU/ml พบวาลูกกุงทุกระยะมีอัตราการตายสูงกวาลูกกุงใน
กลุมควบคุมซึ่งไมไดรับการแชเชื้ออยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ภายใน 48 ช่ัวโมง  จากการ
สังเกตดวยกลองจุลทรรศนอิเลคตรอน ยังพบวามีกลุมแบคทีเรียจํานวนมากบริเวณชองปาก และ
อวัยวะในการกินอาหารในกุงที่ติดเชื้อขณะกุงที่ปรกติไมพบแบคทีเรียบริเวณดังกลาว เชนเดียวกับ 
Karunasagar et al. (1994) พบวา V. harveyi เปนสาเหตกุารตายของลูกกุงกุลาดําวัยออนในประเทศ
อินเดีย ซ่ึงมีอัตราการตายสูงถึง 70 - 90% โดยมีผลทําใหเกิดการตายอยางรุนแรงทั้งในลูกกุงทุก
ระยะ และพบลูกกุงที่ปวยจะแสดงอาการเรอืงแสงออกมาใหเห็น เมื่อสังเกตโดยการใชกลอง
จุลทรรศน และสามารถตรวจพบแบคทีเรยีไดจํานวนมากในบริเวณแองเลือดในตวักุง นอกจากนี้ยัง
มีการศึกษาของ เศรษฐเกยีรติ และคณะ (2533) ที่ไดรายงานวาพบเชื้อ V. alginolyticus, V. 
parahaemolyticus, V. cholerae และ V. vulnificus ในตับและตับออน รวมทั้งที่น้ําเลือดของพอแม
พันธุกุงกุลาดํา ซ่ึงแสดงใหเห็นวาพอแมพนัธุกุงจะเปนตวัแพรเชื้อเขาสูบอฟกลูกกุงได สวน
การศึกษาของ ลิลา และคณะ (2540) ไดศึกษาโดยการตรวจเชื้อในลูกกุงกลาดํา จากการศึกษาพบ
เชื้อแบคทีเรียกลุม Pseudomonas spp., Vibrio spp., V. alginolyticus, V. choleras (non-01), V. 
damsela, V. harveyi, V. parahaemolyticus และ V. vulnificus ในตับและตับออน ลําไส และเลือด
ของกุงกุลาดําที่อาย ุ30, 50, 70, 90 และ 120 วัน ซ่ึงสอดคลองกับ Ruangpan and Kitao (1991) ได
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ตรวจพบเชื้อแบคทีเรียชนิด Vibrio ถึง 205 strains ในกุงกุลาดําปวยระหวางป 1989 - 1990 ซ่ึงแสดง
ใหเห็นวาเชื้อแบคทีเรียที่พบในกุงกุลาดําที่เล้ียงในบอดนิอาจจะปนเปอนมากับลูกกุง หรือมีอยูแลว
ในน้ํา 
 
 2.2  โรคไวรัสดวงขาว (White Spot Disease: WSD) 
 
 โรคไวรัสดวงขาวเกิดจากเชือ้ WSSV ไวรสัชนิดนี้กอใหเกิดโรคในสัตวหลายชนิดใน
กลุมของ Crustaceans รวมทัง้กุงและปู (Flegel, 1997; Shi et al., 2000; Van Hulten and Vlak, 2001) 
มีการระบาดเกิดขึ้นครั้งแรกในบริเวณทางดานตอนเหนอืของทวีปเอเชีย ไดแก จีน ญ่ีปุน และ
ไตหวนั มีการแพรกระจายออกไปยังสวนตาง ๆ ทั่วภูมภิาคของโลกโดยเฉพาะบริเวณทางดาน
ตะวนัออกเฉียงใตของทวีปเอเชียและในทวีปอเมริกา (Hideaki et al., 1993; Lotz, 1997; Van Hulten 
et al., 2000; Wang et al., 2000; Hossain et al., 2001) สวนในประเทศไทยพบวาเริ่มมีการระบาด
ของโรคชนิดนี้ตั้งแตป พ.ศ. 2537 โดยพบวามีการระบาดของโรคนี้บริเวณทางภาคตะวนัออกและ
ภาคใตของประเทศ ซ่ึงกอใหเกิดความสญูเสียทางดานเศรษฐกิจเปนอยางมากในอุตสาหกรรมการ
เพาะเลี้ยงกุงกลุาดําในประเทศไทย (ชลอ และ พรเลิศ, 2547) 
 

ลักษณะอาการของกุงที่เปนโรคพบวาในสวนบริเวณของสวนหวัและตามลําตัวจะมี
ลักษณะของจดุขาวหรือดวงขาวปรากฏอยู ซ่ึงมีขนาดเสนผาศูนยกลางประมาณ 0.5 - 2.0 มิลลิเมตร 
สาเหตุที่ทําใหกุงที่เปนโรคมลัีกษณะของดวงขาวบริเวณเปลือกปรากฏอยูเนื่องมาจากเกิดการสะสม
แคลเซียมและฟอสฟอรัสที่ผิดปรกต ิบางครั้งพบกุงมีอาการลอกคราบไมไดหรือลอกคราบแลวไม
แข็งตัว ตัวนิ่ม (ชลอ และ พรเลิศ, 2547; Lightner and Redman, 1998) กุงที่เปนโรคนีจ้ะกนิอาหาร
ลดลง มักลอยขึ้นอยูบริเวณผิวน้ํา หรือเกยอยูบริเวณขอบบอ และมีอาการตัวแดง โดยในชวงแรก ๆ 
ของการคนพบ มีการเรียกชือ่โรคกุงกุลาดําที่ติดเชื้อไวรัสชนิดนี้วา โรคตัวแดงดวงขาวหรือ 
Systemic Ectodermal and Mesodermal Baculovirus (SEMBV) เพราะพบวาไวรัสชนิดนี้ทําลาย
เซลลในเนื้อเยือ่ที่กําเนิดมาจากสวนของ Ectoderm และ Mesoderm (จริาพร และคณะ, 2538) 
นอกจากนี้จากการศึกษาของ Jiang et al. (2006) ในกุง P. chinensis ยังสามารถพบวาไวรัสเขาติด
เชื้อในสวนของเม็ดเลือดและเพิ่มจํานวนในสวนของนิวเคลียสดวย และอัตราการตายของโรคนี้มีสูง
ถึง 100% ภายใน 3 - 10 วัน นับตั้งแตพบกุงที่แสดงอาการ (Lotz, 1997; Lightner and Redman, 
1998; Wang et al., 2000) 
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ในประเทศไทยการติดตอและแพรระบาดของโรคนี้มักพบบอยครั้งในชวงปลายปทีม่ี
อากาศหนาวเยน็ ซ่ึงจะพบวามีการตายของกุงมากกวาชวงอื่น ๆ เนื่องจากกุงเปนสัตวเลือดเย็น เมื่อ
อุณหภูมิเยน็ลง กุงจะออนแอสงผลทําใหกุงติดเชื้อไวรัสไดงาย และในชวงเดือนตุลาคม - มกราคม
เปนชวงมรสุมทําใหเรือประมงไมสามารถออกไปจับแมกุงจากทะเลนํา้ลึกไดจึงตองนําแมกุงจาก
ทะเลนํ้าตื้นมาเพาะเลี้ยงแทน ซ่ึงพบวาแมกุงที่นํามาจากทะเลนํ้าตื้นมกัตรวจพบวามีการติดเชื้อไวรัส
ตัวแดงดวงขาวจึงทําใหไขและตัวออนที่เพาะไดมกีารปนเปอนและตดิเชื้อไวรัสไปดวย (ชลอ และ 
พรเลิศ, 2547) ซ่ึง จิราพร และคณะ (2543) ไดรายงานวา จากการศึกษาพบความเปนไปไดที่เชื้อ
ไวรัสตัวแดงดวงขาวจะสามารถถายทอดจากพอแมพนัธุกุงกุลาดําไปยงัลูกกุงในลักษณะ Vertical 
transmission โดยใชวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR), in situ hybridization และกลอง
จุลทรรศนอิเลคตรอนในการตรวจหาเชื้อไวรัสและสามารถพบเชื้อไวรัสในแมกุง ไขกุง และลูกกุง 
จากแมกุงที่มีการติดเชื้อ  

 
จากการศึกษาของ Rojtinnakorn et al. (2002) พบวามีโปรตีนหลายชนดิที่กุง Kuruma สราง

ขึ้นมาเพื่อตอบสนองขณะที่มกีารติดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวไดแก ProPO, Coagulation factor G-β 
chain precursor, Factor D, Masquarade-like proteinase, Transglutaminase (TGase), Clottable 
protein และโปรตีนในกลุม Proteinase inhibitors อีก 8 ชนิด เชน Antileukoproteinase, α-2-
macroglobulin, Chelonianin และ Elastase inhibitor และ SP อีกสองชนิดคือ Kazal inhibitor และ 
Kunitz-type inhibitor และยังพบ AMPs ไดแก Bactinecin 11, Penaeidin-2 precursor และ 
Lysozyme c type นอกจากนี้ยังพบวามีโปรตีน Basophil leukocyte interleukin-3-regulated protein, 
Natural killer enhancing factor (NK-EF), Integral membrane protein (CD34+), ESM-1, Notch 
homologue และ Drac homologue สําหรับ Adhesion proteins ไดแก β-integrin และ Cell adhesion 
molecule (CAM) collagens อีกสามชนิด สวน Proteinase inhibitors และ Tumour-related proteins 
พบในกุงทีต่ิดเชื้อไวรัสตัวแดงดวงขาวเทานัน้ โดยเฉพาะ apoptotic peptides จะแสดงออกในระดับ
ที่สูงมากเมื่อกุงติดเชื้อ ซ่ึงปรกติจะผลิตโปรตีนเหลานี้เพียง 2.7% สําหรับกุงปรกติ และ 15.7% ขณะ
ติดเชื้อ 
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 2.3  โรคกุงโตชาที่มีสาเหตุจากการติดเชื้อ Hepatopancreatic Parvo Virus (HPV) และ 
Monodon baculovirus (MBV) 
 

ไวรัส HPV พบครั้งแรกในประเทศสิงคโปร (Chong and Loh, 1984) เปนไวรัสชนิด 
ssDNA ในครอบครัว Parvoviridae มีรูปรางหลากหลายไมมีผนังหุม (Sukhumsirichart et al., 1999) 
กุงที่ปวยเปนโรคเมื่อตรวจสอบทางพยาธิสภาพพบวาเซลลตับและตับออนที่ติดเชื้อไวรัสนิวเคลียส
มีขนาดใหญขึ้นและพบ inclusion body ยอมติดสีน้ําเงิน (Lightner, 1996) ซ่ึงกุงที่ติดเชื้อนี้จะทําให
เกิดการโตชาเนื่องจากตับและตับออน ถูกทําลายทําใหไมสามารถผลิตน้ํายอยและสะสมอาหารได 
(ชลอ และ พรเลิศ, 2547) สวนการติดเชื้อทีม่ีสาเหตุมาจาก MBV มีรายงานครั้งแรกในป ค.ศ. 1981 
(Lightner and redman, 1981) เปนไวรัส dsDNA ในกลุม occluded baculovirius เมื่อตรวจสอบทาง
พยาธิสภาพพบวาเซลลตับและตับออนที่ตดิเชื้อไวรัสพบ occlusion body (Lightner, 1996) จาก
การศึกษาของ สุมนา (2535) ซ่ึงทําการศึกษาการติดเชื้อไวรัส MBV รวมกับแบคทีเรียในกุงที่เล้ียง
อยูเปนเวลา 8 สัปดาห พบวาสามารถพบเชื้อ MBV ที่ตับและตับออน ถึง (53 %) สวนการศึกษาของ 
Flegel et al. (1997) พบความสัมพันธระหวางการติดเชื้อไวรัส HPV กบัอาการโตชาของกุงกุลาดําที่
เล้ียงในฟารม โดยการศึกษาทางจุลพยาธิวทิยาและพบวาความรุนแรงจะมากขึ้นถามีการติดเชื้อ
รวมกันระหวาง MBV กับ HPV ตอมา Flegel et al. (2001) ศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับไวรัสชนิดนี้ใน
ประเทศไทยพบวามีการติดเชื้อไวรัส 2 ชนดิรวมกนัคือ HPV และ MBV ในอัตราคอนขางสูง มีผล
ทําใหอัตราการเจริญเติบโตชะงักและกุงแคระแกร็น การติดเชื้อไวรัส HPV มีผลตอกุงมากกวาเชื้อ
ไวรสั MBV และจากการตรวจการตดิเชื้อดวยวิธี PCR พบวา 94% ของกุงกุลาดําทีต่รวจมีการตดิเชื้อ
จากไวรัสชนิดเดียว และ 79% เปนกุงที่มกีารติดเชื้อไวรัส 2 ชนิด 
 
 2.4  โรคหัวเหลืองที่มีสาเหตุจากเชื้อ Yellow Head Virus (YHV) 
 

ไวรัส YHV มีรายงานครั้งแรกในประเทศไทย (ชลอ, 2534) จัดอยูใน Family 
Rhabdoviridae (Flegel et al., 1997) เปน RNA ไวรัสในกลุม Rhabdovirus หรือ Coronavirus 
(Wongteerasupaya et al., 1995; Flegel et al. 1997) อนุภาคของไวรัสมีรูปรางลักษณะเปนรูปแทง 
(Bacilli form) มีผนงัหุม (Envelope) ที่ลอมรอบดวย Knob-like projection เสนผาศูนยกลาง 40-50 
นาโนเมตร (nm) ยาว 150 - 170 nm ขนาดของคอร (Core) เทากับ 20 - 30 nm (สิทธิ และคณะ, 
2535) เมื่อตรวจสอบทางพยาธิสภาพของกุงที่ติดเชื้อพบวาเนื้อเยื่อที่มีตนกําเนิดมาจากชั้น ectoderm 
และ Mesoderm ถูกทําลายเกดิ Cytoplasmic inclusion ติดสีน้ําเงินจากการยอมดวยฮมีาทอกไซลิน
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และอีโอซิน (H&E) (Nash et al., 1997) เมด็เลือดบางเซลลเกิดการตาย (Necrosis) และบางเซลลมี
ขนาดใหญขึ้นผิดปรกติ โดยเฉพาะในสวนของนิวเคลียสซึ่งไดแก Pyknosis และ Karyorrhexis     
(พรเทพ, 2537; กรณิกา, 2543) นอกจากนี้ พรเทพ (2537) ยังพบวาไวรสัหัวเหลืองสามารถมีชีวิตอยู
ในน้ําทะเลที่ความเค็มตางกนัเปนระยะเวลา 12 - 24 ช่ัวโมง และพบการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ
สภาพของเนื้อเยื่อ และเม็ดเลอืดกุงในระยะเวลา 24 - 42 ช่ัวโมง หลังการฉีดเชื้อโดยอาการยังคง
ปรกติ การระบาดของโรคหัวเหลืองพบครัง้แรกในประเทศไทยในป 2533 ในภาคกลาง และชายฝง
ทะเลภาคตะวนัออก และในป 2537 พบการแพรระบาดในจังหวัด นครศรีธรรมราช สงขลา และ
ปตตาน ีและทําใหกุงกุลาดําตายอยางรวดเร็วภายใน 3 - 7 วัน กุงที่ปวยจะมีสีเหลืองบริเวณ
cephalothorax (สิทธิ และคณะ, 2535) 

 
3.  ระบบภูมิคุมกันในสัตวกลุมครัสตาเชียน 
 

ระบบภูมิคุมกนัของกุงหรือปูหรือสัตวในกลุม Crustacean นั้น จะมีระบบการตอบสนอง
และปองกันตวัทางภูมิคุมกนัแตกตางจากสัตวมีกระดูกสันหลังโดยทัว่ไป เนื่องจากสัตวในกลุมนี้
จะมีการตอบสนองตอเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม โดยอาศัยระบบภมูิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง
ในการยับยั้งหรือทําลายเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย ถึงแมวาการศึกษาทางดานระบบ
ภูมิคุมกันในกุงทะเลยังมีจํากดัเมื่อเทียบกับ ปู, Crayfish หรือกุง Lobster (Aspan et al., 1990; 
Hideaki et al., 1993; Noga et al., 1996; Soderhall and Cerenius, 1998; Smith et al., 2003) อยางไร
ก็ตามกุงในกลุม Penaeidae โดยเฉพาะอยางยิ่ง กุงกุลาดําซึง่เปนชนิดทีเ่ริ่มมีการศึกษากนัอยาง
กวางขวาง เนือ่งจากมีความสําคัญทางเศรษฐกิจที่ทัว่โลกใหความสําคัญ (Sritunyalucksana et al., 
1999; Sritunyalucksana et al., 2001) 

 
ระบบภูมิคุมกนัของสัตวในกลุมครัสเตเชียนมีความแตกตางจากสัตวมีกระดกูสันหลังคือ

ระบบภูมิคุมกนัของสัตวในกลุมนี้ไมมีระบบภูมิคุมกันแบบ Adaptive immune system อยางแทจริง
ในการจดจําตอส่ิงแปลกปลอม สัตวในกลุมนี้มีเปลือกแข็ง และมีสารเคลือบผิวช้ันนอกสุด 
(Cuticle) เปนดานแรกในการปองกันทั้งทางกายภาพและเคมีในการเกาะติดของเชื้อโรค แตเมื่อ
เปลือกไดรับอนัตรายเกดิบาดแผลหรือเกิดการบุกรุกของเชื้อโรคเขาไปในรางกาย โดยผานทางอื่น 
เชน เหงือก ทางเดินอาหาร กจ็ะมีเชื้อโรคเขาไปในรางกายไดและจะเปนผลทําใหเกิดการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกนัแบบ Innate immune system ซ่ึงอาศัยการทํางานรวมกนัของ Cellular และ 
Humoral immunity ระบบภมูิคุมกันของสัตวในกลุม Crustacean จะอาศัยเซลลเม็ดเลือด 
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(Haemocytes) ที่ไหลเวยีนในรางกายเปนศูนยกลางในการตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่ง
แปลกปลอม ทั้งที่เปนสวนของเซลล (Cellular defense) และสารน้ํา  (Humoral defense) 
(Johansson et al., 2000) ซ่ึงการตอบสนองโดยเซลลจะประกอบดวยกระบวนการ Phagocytosis, 
Nodule formation และ Encapsulation ซ่ึงโดยทัว่ไปเปนผลมาจากการทาํงานรวมกนัของเซลลเม็ด
เลือดทั้งสามชนิด ซ่ึงไดแก Hyalinocytes, Semi-granulocytes และ Granulocytes (Brakk et al., 
1996) และนอกเหนือจากหนาที่เหลานีแ้ลวเซลลเม็ดเลือดทั้งสามชนิดยังมีบทบาทสําคัญในการ
สรางสารที่เกี่ยวของกับ Humoral defense ซ่ึงเกี่ยวของกับกระบวนการทีสํ่าคัญสามประการคือ 
ProPO activating system, ระบบการแข็งตวัของเลือด (Clotting system) และการสรางสารในกลุม 
AMPs (Sritunyalucksana and Soderhall, 2000; Destoumieux et al., 2001; Haug et al., 2002) 

 
Cellular immunity ในสัตวกลุม Crustacean นั้น โดยทัว่ไปเปนการตอบสนองทาง

ภูมิคุมกันทีเ่กดิจากการทํางานของเซลลเม็ดเลือดแตละชนิดเปนหลัก ซ่ึงแตละชนดิมหีนาที่ในการ
ตอบสนองและปองกันสิ่งแปลกปลอมแตกตางกัน ผลของการทํางานของเซลลเม็ดเลือดในแตละ
ชนิดทําใหเกดิขบวนการ Phagocytosis, Encapsulation และ Nodule formation รวมทั้งการหลั่งสาร
เพื่อทําใหเกิด Cytotoxic reaction กระบวนการ Phagocytosis จากการศึกษาของ Campa-Cordova et 
al. (2002) ไดศึกษาการแสดงออกของ Superoxide anion (O2

-) และ Superoxide dismutase (SOD) 
activity ในเมด็เลือดและกลามเนื้อของกุงขาว Litopenaeus vannamei โดยการแชดวยเบตา-กลูแคน 
และ Sulphated polysaccharide เปนเวลา 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง พบวาเบตา-กลูแคน และ Sulphated 
polysaccharide สามารถเพิ่ม O2

- และ SOD activity เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม หลังจากแชเปนเวลา 6 
ช่ัวโมง พบวามีปริมาณ Total Haemocyte Count (THC) ลดลงภายใน 24 ช่ัวโมง หลังจากแช แต 
THC และ Total Soluble Haemocyte Protein เพิ่มขึ้นกวาปรกติภายหลังจากแชเบตา-กลูแคน และ 
Sulphated polysaccharide 48 - 120 ช่ัวโมง ซ่ึงโดยทั่วไปแลวกระบวนการ Phagocytosis จะเปนการ
กําจัดสิ่งแปลกปลอมขนาดเล็กโดยเซลลเมด็เลือดชนิด Hyalinocytes ขณะที ่Encapsulation และ 
Nodule formation เปนกระบวนการที่ซับซอนกวา มกัเกดิกับสิ่งแปลกปลอมที่มีจํานวนมากหรือ
ขนาดใหญมากเกนิกวา Hyalinocyte จะทํางานได เชน เชือ้รา, Nematodes, ไขปรสิต หรือตัวออน 
(Holmblad and Soderhall, 1999) นอกจากนี้ยังมีการศกึษาของ Smith and Ratcliffe (1980) ไดศึกษา
กลไกการปองกันตัวโดยอาศยัเซลลใน Shore crab (Carcinus maenas) โดยการฉีดเชื้อแบคทีเรีย 
Bacillus cereus และ Moraxella sp. โดยการตรวจสอบทางพยาธิสภาพและ ultrastructural ของ 
เหงือก หวัใจ ตับและตับออน พบวาสวนหลักไปอยูทีเ่หงือก ตอมาพบที่หัวใจ ตับและตับออน ซ่ึง
แบคทีเรียที่พบที่เหงอืกรูปรางเปนเซลลเล็ก ๆ มากมายประกอบดวย Refractile และ Phagocytic 
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cells เปนกลุมมีปริมาณสูงสุดที่ 6 ช่ัวโมง หลังจากการฉดีและอยูไดถึง 7 วัน การรวมกลุมนี้เปนการ
จดจําแบคทีเรียและสิ่งแปลกปลอมทําใหเม็ดเลือดมาเกาะติด ดังนั้นจึงยับยั้งการแพรกระจายของ
การติดเชื้อได 
 

ขณะที่การตอบสนอง Humoral immunity นั้นเปนระบบการตอบสนองที่เกิดจากปฏิกิริยา
หลายอยาง โดยการทํางานรวมกันของสารหลายชนิด เชน Proteolytic cascade enzymes ทําใหเกิด 
Clotting system, Melanin formation, Opsonization และการสังเคราะหโปรตีนในกลุม AMP โดย
การเกิดกระบวนการ Clotting system นั้นเปนกระบวนการที่สําคัญทั้งในสัตวมีกระดกูสันหลังและ
ไมมีกระดกูสนัหลังเพื่อปองกันการสูญเสียเลือดจากบาดแผล โดยสัตวที่ไมมีกระดกูสันหลังนั้นจะมี 
Clottable protein ในพลาสมาทําหนาที่ใหเกิดการแข็งตวัของเลือด โดยการกระตุนของเอนไซม 
TGase ใน Crayfish น้ําเลือดจะแข็งตวัโดยการจับกันของเอนไซม TGase ที่ถูกกระตุนกับ Clotting 
protein ในน้ําเลือด โดยพบวาเม็ดเลือดของ Crayfish จะมกีารสรางเอนไซม TGase เชนเดียวกับใน
เนื้อเยื่อชนดิอืน่หลายชนดิ ขณะที่ตับและตบัออน และ Plasma ไมพบ TGase (Wang et al., 2001) 
ในกุงการแข็งตัวของเลือดเริม่โดยการกระตุนและหลั่งสารของ Hyalinocytes (Deposit cells) ซ่ึงมี
องคประกอบที่หล่ังออกมาจากเม็ดเลือดทาํปฏิกิริยากับ Plasma factor โดยเชื่อวาเปน TGase สวน 
Plasma factor คือ Clottable protein 

 
ProPO-activating system จัดเปนระบบการตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมของสัตวในกลุม 

Crustacean ที่ประกอบดวยกลุม Proteinase ซ่ึงไดแก PRPs เชน β-1,3-glucan binding protein 
(βGBP), Lipopolysaccharide and β-1,3-glucan binding protein (LGBP) เปนตน Zymogenic 
proteins และ ProPO (Soderhall and Cerenius, 1998) เมื่อมีการกระตุนดวยจุลชีพ จะเกิด Complex 
ระหวางโครงสรางที่เปนผนังเซลลของจุลชีพ กับโมเลกลุของ PRPs และจะถูกจับโดยที่รับ 
(Receptor) บนผิวของเซลลเม็ดเลือดบางชนิด เปนผลใหเกิดขบวนการ Degranulation ซ่ึงจะสงผล
ใหเกิดการหลั่งสารพวก Proenzyme และ Substrates ของกระบวนการ ProPO เกิดขึน้ ซ่ึงรูปที่ 
Active ของ ProPO คือ Phenoloxidase (PO) โดย ProPO ซ่ึงเปนรูป Inactive จะถูกสรางขึ้น แลวจะ
ถูกกระตุนดวย Serine proteinase (SP) ซ่ึงเรียกวา ProPO-activating factor/enzyme (ppA) 
(Soderhall and Cerenius, 1998) PO ที่ถูกสรางขึ้นจะกระตุนปฏิกิริยา Oxidation ของ Phenols ให
เปลี่ยนเปน Quinones ซ่ึงจะนําไปสูขบวนการเกิด Melanin (Melanin formation or Melanization) 
โดยจะเปนสวนปองกันไมใหเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอมแพรกระจายไปยังสวนตาง ๆ ของรางกาย
ของกุงในที่สุด อยางการศกึษาของ Soderhall et al. (1979) ไดศึกษาใน Crayfish พบวา PO มีอยูใน
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เม็ดเลือด โดยในน้ําเลือดจะมี Enzyme activity อยูนอย ซ่ึงจะเปนตวัยดึจับกับผนังเซลล 
Saccharomyces cerevisiae โดยอาศัยโปรตีนเปนสื่อกลาง เชน ทริปซิน โดยบางสวนของเบตา-กลู
แคน และ Laminaran สามารถปองกันการเกาะตดิของผนังเซลลของเชื้อราได โดยโปรตีนที่
เกี่ยวของกับ PO activity จะทําหนาที่จับกบัผนังเซลลของเชื้อ Aphanomyces astaci ไดดีเทากับ S. 
cerevisiae รวมถึงการศึกษาของ Vargas-Albores et al. (1996) ไดศึกษา Plasma protein ที่แยกมา
จาก Brown shrimp (P. californiensis) พบวา βGBP สามารถถูกชักนําใหกระตุนระบบ ProPO ดวย 
laminarin ไดเชนกัน เชนเดยีวกับการศกึษาของ Perazzolo and Barracco (1997) ที่ศึกษาระบบ 
ProPO activating ของกุง P. paulensis ตอระบบภูมิคุมกัน โดยมากกวา 90% พบในเมด็เลือด โดยมี 
enzyme activity จากองคประกอบผนังเซลลของจุลชีพเชน ไลโปโพลีแซคคาไรด และเบตา-กลูแคน 
ซ่ึงเกี่ยวของกบัการจดจําแบบไมจําเพาะเจาะจง โดย PO activity จะพบในน้ําเลือดและ trypsin สวน 
ไลโปโพลีแซคคาไรดสามารถเพิ่ม Enzyme activity โดยการตอบสนองดังกลาวชกันาํใหเกิด Cell-
adhesion และ Degranulation ของเม็ดเลือดได 
 

นอกจาก ProPO-activating system แลว ระบบการแข็งตัวของเลือด และการสราง AMPs ก็
เปนระบบภูมคิุมกันที่เปนผลมาจากการเกดิ Degranulation ในเซลลเม็ดเลือดของกุง ระบบการ
แข็งตัวของเลอืดจัดเปนกลไกการตอบสนองของกุงเพื่อดักจับสิ่งแปลกปลอมและการสูญเสีย 
Haemolymph ออกไปทางบาดแผล โดยอาศัยการเกดิ Polymerization ของ Clotting protein ใน
พลาสมา ซ่ึงถูกกระตุนดวย Ca2+ และเอนไซม TGase ซ่ึงปลดปลอยมาจากเซลลเม็ดเลือด เชนกัน
ขณะที ่AMPs ที่ปลดปลอยออกมาจะมีผลในการตอตานเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมอยางไมจําเพาะ
เจาะจงและสามารถพบไดในสัตวหลายชนิด โปรตีนในกลุมนี้ไดแก 6.5 kDa peptide (Schnapp et 
al., 1996), Callinectin (Khoo et al., 1999), Crustin (Cuthbertson et al., 2002) และ Penaeidin 
(Destoumieux et al., 1997) นอกจากนี้ยังพบวาเซลลเม็ดเลือดของสัตวในกลุม Crustacean ยัง
สามารถสราง Serine Proteinase Inhibitors (SPIs) อยางเชน Pacifastin และ α2-macroglobulin 
(α2M) เพื่อทําหนาที่ในการยบัยั้งหนาที่ของเอนไซม Proteinase ของเชื้อโรคและยังทาํหนาที่ใน
การควบคุมการสราง Proteinase ในระบบ ProPO-activating system อีกดวย  (Aspan et al., 1990; 
Dieguez-uribeondo and Cerenius, 1998) 
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4.  สารกระตุนภูมิคุมกัน (Immunostimulants) 
 
สารกระตุนภมูิคุมกันสวนใหญจัดเปนสารที่เปนองคประกอบสําคัญของผนังเซลลหรือ 

สวนประกอบบนโครงสรางของจุลชีพ พืชและสาหรายบางชนิดรวมถึงสารที่เกิดจากการ
สังเคราะหทางเคมีอ่ืน ๆ ซ่ึงมีคุณสมบัติสามารถกระตุนใหสัตวมีการตอบสนองทางภมูิคุมกันให
สัตวสามารถตานทานตอเชื้อจุลชีพหรือเชื้อโรคตาง ๆ ไดอยางไมจําเพาะเจาะจง โดยมีการศึกษาใน
สัตวน้ําหลายชนิด รวมถึงสัตวชนิดอืน่ ๆ โดยชนดิของสารกระตุนภูมิคุมกันและแหลงที่มาสวน
ใหญมาจากทั้งในพืช และสัตว รวมทั้งสารประกอบจากโครงสรางของจุลินทรีย  โพลีแซคาไรด
หรือสารสังเคราะหอ่ืน ๆ (ตารางที่ 1) 

 
สารกระตุนภมูิคุมกันที่นยิมใชในการเพาะเลี้ยงสัตวน้ําสวนใหญจะไดมาจากโครงสราง

ผนังเซลลของจุลชีพ ไดแก เปปติโดกลัยแคนจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมบวก ไลโปโพลีแซคคา
ไรดจากผนังเซลลแบคทีเรียแกรมลบ และเบตา-กลูแคนจากผนังเซลลยีสตและเชื้อรา การศึกษาครัง้
นี้จะใชเบตา-กลูแคนเปนสารกระตุนภูมิคุมกัน โดยการศกึษาเบตา-กลูแคนครั้งแรกเริม่ขึ้นใน
ทศวรรษที่ 40 เมื่อ Pillemer and Ecker (1940) ไดทําการศึกษา Zymosan ซ่ึงเตรียมไดจากผนังเซลล
ของยีสต หลังจากนั้นราวทศวรรษที่ 50 Riggi and Di Luzio (1961) ไดทําการวิจยัอยางตอเนื่อง โดย
พบวาสารที่มีผลตอการกระตุนระบบภูมิคุมกันใน Zymosan คือ เบตา-กลูแคนซึ่งเปนโพลีแซคา
ไรดสายยาวของน้ําตาลกลโูคสที่เชื่อมตอกันดวย Glycoside lingkage ตรงโมเลกุลของออกซิเจนที่
ตําแหนง C1 กับ Hydroxyl ที่ตําแหนง C3 ของอีกกลุมหนึง่ (ภาพที่ 1) โครงสรางที่สําคัญของเบตา-
กลูแคนซึ่งมีลักษณะเฉพาะคอื เปนโพลีแซคาไรดสายยาวของน้ําตาลกลูโคสที่ตอกันดวยพนัธะ β-
1,3 เชื่อมตอกนัเปนสายยาวทําหนาที่เปนแกนกลางและจะแตกแขนงออกดวยสายเชือ่มของโมเลกุล
กลูโคส ซ่ึงตอกับเบตา-กลูแคนสายหลักดวยพนัธะ β-1,6 ซ่ึงจะมีขนาดสั้นยาวแตกตางกันออกไป 
โดยสามารถเชื่อมตอกันระหวางสายดวยกนัเองโดยพนัธะไฮโดรเจน ในปจจุบันแหลงที่ใชในการ
ผลิตเบตา-กลูแคนนั้นสามารถพบไดในหลาย ๆ แหลง เชน จากเชื้อรา พืชน้ําพวกสาหราย 
แบคทีเรียบางชนิด รวมทั้งจากยีสตอีกดวย 
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ตารางที่ 1  กลุม แหลงที่มา และชนิดของสารกระตุนภูมิคุมกันชนิดตาง ๆ  
 

 
 
ท่ีมา: Galindo-Villegas and Hosokawa (2004) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางของเบตา-กลูแคน  
ท่ีมา: http://www.immunocorp.com/beta-glucan/bio_research.cfm 
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ในปจจุบนันัน้เริ่มมีการศึกษาวิจยั โดยนําเอาคุณสมบัติในการเปนสารกระตุนภูมิคุมกันของ
เบตา-กลูแคนมาใชกันอยางแพรหลายทั้งในสวนของการเพาะเลี้ยงสัตวช้ันสูงโดยทัว่ไป เนื่องจากมี
การศึกษาพบวา เมื่อควบคุมใหสัตวทดลองไดรับเบตา-กลูแคนในรูปตาง ๆ จะทําใหสามารถ
ปองกันการเกดิเนื้องอก (Tumour) ในสัตวทดลองไดเปนอยางดี และยังพบวาสามารถปองกันให
สัตวทดลองตานทานการตดิเชื้อซ่ึงมีสาเหตุมาจากเชื้อโรค ไมวาจะเปน โปรโตซัว เชื้อรา แบคทีเรีย
และไวรัส  (Brown and Gordon, 2005)  ดวยเหตุผลดังกลาว จึงเริ่มมแีนวความคิดและนําประโยชน
ดังกลาวมาทําการทดลองในสัตวน้ําเชนกัน 
 
 Sveinbjornsson and Seljelid (1994) ไดศึกษาในปลา Salmon pronephros โดยการกระตุน
แมคโครฟาจดวย β-1,3-D-polyglucose โดยวัดผลจากการผลิต O2

-, Pinocytotic activity, Acid 
phosphatase activity และ Morphological criteria จากการกระตุนแสดงใหเห็นวาการผลิต O2

- มีการ
เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยวัดจากการลดลงของ Nitroblue tetrazoleum และการ
เพิ่มขึ้นของระดับ Acid phosphatase activity ดังนั้นการกระตุนดังกลาวสามารถเพิ่ม Pinocytotic 
activity ขนาดเสนผานศูนยกลางและการกระจายตวัของเซลลดวย 
 
 Song et al. (1997) ไดทําการศึกษาการแชและการผสมเบตา-กลูแคนในอาหารใหกุงกุลาดํา
กิน พบวาภายหลังการทดสอบความคุมโรคดวยเชื้อ V. vulnificus และ WSSV กุงที่ไดรับเบตา-กลู
แคนทั้งสองวธีิสามารถตานทานเชื้อโรคทั้งสองชนิดไดดีกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) และยังทําใหกุงสามารถทนตอสภาพความเครียดอันเกิดจากการจับ การขนสง และน้ําทีม่ี
แอมโมเนียในปริมาณสูงไดอีกดวย 
 

Chang et al. (2000) ไดรายงานวาการใชเบตา-กลูแคนที่สกัดไดจากยีสต Schizophyllum 
commune ผสมอาหารในอัตรา 2 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมสามารถกระตุนใหพอแมพนัธุกุงกุลาดํามี
ขบวนการเกิด Phagocytosis, การสราง O2

- และการเกิด Cell adhesion ไดสูงกวากลุมควบคุมอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.001) และยังพบวาการเสริมเบตา-กลูแคนสามารถกระตุนใหกุงมีการ
ตอบสนองทางภูมิคุมกันสูงสุดที่ 24 วันภายหลังการเริ่มใหอาหาร Chang et al. (2003) ได
ทําการศึกษาประสิทธิภาพของเบตา-กลูแคนที่สกัดไดจากยีสต S. commune ในอาหารตอการ
ตานทานเชื้อไวรัสจุดขาว พบวาการใชเบตา-กลูแคน 10 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมใหกุงกินเปนเวลา 20 
วัน สามารถกระตุนใหระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดําสามารถตานทานตอเชื้อ WSSV ไดดีกวา ระดบั 
0, 1, 2 และ 20 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ และยังพบวาการเสรมิเบตา-กลูแคน



 

18

ในอาหารในระดับ 2, 10 และ 20 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สามารถกระตุนกระบวนการ 
Phagocytosis, PO, THC, ปริมาณ O2

- และ SOD ไดดีกวาและแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ
กับกลุมควบคมุ (P<0.05) 

 
Suphantharika et al. (2003) พบวาการใชเบตา-กลูแคนจาก Spent brewer’s yeast สามารถ

กระตุนใหเซลลเม็ดเลือดของกุงกุลาดํามีการเกิด PO activity ในหลอดทดลอง ไดสูงกวากลุมควบคุม
ที่ไมไดรับการกระตุนดวยเบตา-กลูแคนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) และยังพบวาการเสริม
เบตา-กลูแคนในอาหาร 0.2% (W/W) ใหกุงกินตดิตอกนัเปนเวลาสามวันสามารถกระตุนใหกุงมกีาร
เกิด PO activity ไดอยางมีนยัสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (P<0.05) 
  
 Selvaraj et al. (2006) ศึกษาผลของการใชเบตา-กลูแคนรวมกับไลโปโพลีแซคคาไรดตอ
อัตราการรอด และการตอบสนองทางภูมิคุมกันในปลาไน Cyprinus carpio เมื่อทดสอบการ
ตานทานเชื้อดวย Aeromonas hydrophila  โดยใชเบตา-กลูแคนจาก S. cervisiae และ ไลโปโพลี
แซคคาไรดจากเชื้อ A. hydrophila  ที่มีความรุนแรง โดยผสมกันที่ความเขมขนตาง ๆ กัน เปนเวลา 
1, 7 และ 14 วนั โดยวิธีการตาง ๆ (ฉีดเขาชองทอง แช และ ผสมอาหาร) กลุมควบคมุและกลุมที่ฉดี
เขาชองทองหาคา LD50 ไดในวันที่ 16 บนัทึกอัตราการตายและเปอรเซน็ตการตาย (RPS) พบวามี
อัตราการตาย 100 % ในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน 1% ผสม ไลโปโพลีแซคคาไรด 0.10% ขณะที่
กลุมที่ไดรับโดยการผสมอาหารมีคา RPS สูงขึ้นโดยใชเบตา-กลูแคน 1% ผสม ไลโปโพลีแซคคา
ไรด 0.25% สวนวิธีการแชไมสามารถเพิ่มคา RPS ได นอกจากนีก้ลุมที่ฉีดเขาชองทองสามารถเพิ่ม
ปริมาณเม็ดเลอืดรวมโดยเฉพาะในสวนของ Neutrophils, Monocytes และ O2

- ก็มีจํานวนเพิ่มมาก
ขึ้นซึ่งสามารถสันนิฐานไดวาจะมีความสามารถในการฆาและทําลายเชือ้แบคทีเรียได รวมถึงมีผล
ไปกระตุนแอนติบอดี้ใหสูงขึ้นเพื่อตานทานเชื้อ A. hydrophila และเมือ่ทําการตรวจสอบดวยวิธี 
RT-PCR ไมพบวามีการแสดงออกของ Interleukin-1B mRNA ที่เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกบักลุมควบคุม 
ดังนั้นการเสริมเบตา-กลูแคนรวมกับไลโปโพลีแซคคาไรดสามารถตานทานเชื้อ A. hydrophila โดย
กระตุนภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงและจําเพาะเจาะจง 
 
 Kumari and Sahoo (2006) ไดศึกษาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงในปลาดุก Clarias batrachus โดยแบงออกเปนกลุมควบคุม และ
กลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน 0.1% เปนเวลา 1, 2 และ 3 สัปดาห โดยวัด Superoxide production, 
serum myeloperoxidase (MPO) content, Natural haemagglutinin level, Complement และ 
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Lysozyme activities นอกจากนี้ยังวัดคา Specific growth rate (% การเพิม่น้ําหนกัตัวตอวัน) และ
ทดสอบการตานทานเชื้อ A. hydrophila ผลการทดลองพบวา การเสริมเบตา-กลูแคน 0.1% เปนเวลา 
1 สัปดาหสามารถเพิ่มการตอบสนองทางภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงและสามารถตานทานโรค
ได 
 

Bao et al. (2007) ศึกษาการแสดงออกของ ProPO-activating serine protease (PAP) ใน 
Wild silkmoth (Samia cynthia ricini) พบวาแทบจะไมมกีารแสดงออกในไขมันของตัวออน แต
สามารถชักนําใหมีมากขึน้เมือ่ฉีดเบตา-กลูแคน หรือเซลลแบคทีเรีย 
 
 Ai et al.  (2007) ศึกษาผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา  0%, 0.09% และ 
0.18% ตอการตอบสนองทางภูมิคุมกัน แบบไมจําเพาะเจาะจงและการตานการติดเชือ้ V. harveyi ใน
ปลา Large yellow croaker (Pseudosciaena crocea) เปนเวลา 8 สัปดาห แสดงใหเหน็วาการเสริม
เบตา-กลูแคนปริมาณ 0.09% สามารถเพิ่มการเจริญเตบิโตขณะที่ 0.18% ไมสามารถเพิ่มการ
เจริญเติบโตได พบ Lysozyme activity มีคาเพิ่มขึ้นในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน 0.18% มากกวา
กลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน 0.09% อยางมนียัสําคัญ (P<0.05) ไมพบความแตกตางของ Alternative 
Complement Pathway (ACP) activity ระหวางกลุมที่เสริมเบตา-กลูแคนและไมไดเสริมเบตา-กลู
แคน คา Phagocytosis Percentage (PP) และ Respiratory burst activity ในปลาที่เสริมเบตา-กลูแคน 
0.09% สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) แตมีคาลดลงเมื่อเสริมในปริมาณที่ 0.18% และ
ไมแตกตางกับกลุมที่ไมไดเสริมเบตา-กลูแคน  ทดสอบการตานเชื้อกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน0.09% 
มีอัตราการตายสะสมต่ํากวากลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน 0.18% อยางมีนัยสําคัญ (P < 
0.05) แตไมแตกตางระหวางกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน 0.18% ดังนั้นการ
ไดรับเบตา-กลูแคนในปริมาณต่ํา (0.09%) สามารถเพิ่มการเจริญเติบโตและระบบภูมคิุมกันแบบไม
จําเพาะเจาะจงในเวลา 8 สัปดาหดวยวิธีการผสมอาหาร  
 
 นอกจากนี้ยังมสีารในกลุมโพลีแซคคาไรดและสารสกัดจากสาหรายทีน่ํามาศึกษา
ความสามารถในการกระตุนระบบภูมิคุมกนัในสัตวน้ํา ไดแก การศึกษาของ Wang and Chen 
(2005) โดยศึกษาการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันของกุงขาว L. vannamei ที่ฉีดดวยไคติน
ปริมาณ 4, 6 และ 8 mg/g หรือไคโตซาน 2, 4 และ 6 mg/g แลวทดสอบการตานทานเชือ้ V. 
alginolyticus ที่ความเขมขน  2x106 CFU พบวากุงทีไ่ดรับไคตินไคโตซานภายหลังจาก 1 วัน
สามารถเพิ่มภูมิคุมกันสูงกวากลุมควบคุม สวนคา THC, PO activity, Respiratory burst, SOD 
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activity และ Phagocytic activity ตอการตานทานเชื้อ V. alginolyticus พบวามีคา THC และ 
Respiratory burst เพิ่มขึ้นภายหลังจาก 2 ช่ัวโมง และมีระดับ PO activity สูงเปนเวลา 6 วัน คา 
Phagocytic activity ตอการตานเชื้อ V. alginolyticus เพิ่มขึ้นหลังจาก 1 วัน ดังนั้นกุงทีรั่บไคติน 6 
mg/g หรือ ไคโตซาน 4 mg/g หรือนอยกวาสามารถเพิ่มความสามารถทางภูมิคุมกันและตานทาน
เชื้อ V. alginolyticus ได 
 

Liu et al. (2006) ศึกษาการเสริม Sodium alginate ในอาหารปริมาณ 0, 1.0 และ 2.0 g/kg 
ใหกุงกุลาดํากนิเปนเวลา 5 เดือน พบวากุงที่ไดรับอาหารผสม Sodium alginate ปริมาณ 1.0 และ 2.0 
g/kg มีคา SOD activity เพิ่มสูงขึ้นแตคา Respiratory bursts ลดลง การแสดงออกของยีน β-1,3-
Glucan-Binding Protein (βGBP), Peroxinectin, Cytosolic -SOD, penaeidin -5 และ Single Whey 
Domain Protein (SWDP) เพิ่มขึ้นอยางมีนยัสําคัญในกลุมที่ไดรับอาหารผสม Sodium alginate 2.0 
g/kg เปนเวลา 5 เดือน อยางไรก็ตามไมมีความแตกตางระหวางกลุมที่ไดรับอาหารผสม Sodium 
alginate ดังนัน้การใหอาหารเสริม Sodium alginate สามารถเพิ่มการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของ
กับภูมิคุมกนัได เชนเดยีวกับ Cheng et al. (2004) ที่ศึกษาผลของการฉีด Sodium alginate ใน
ปริมาณ 10, 20 และ 50 mg/g ในกุงขาว L. vannamei พบวาไมมีความแตกตางของ THC, 
Differential Haemocyte Count (DHC), SOD activity ระหวางกุงที่ฉีด Sodium alginate แตกุงที่ฉีด 
Sodium alginate ในปริมาณ 20 mg/g สามารถเพิ่ม PO activity และ Respiratory burst หลังจากฉีด 
Sodium alginate ปนเวลา 2 และ 1 วันตามลาํดับ สวนในกลุมที่ฉีด Sodium alginate 50 mg/g มีคา 
Phagocytic activity และ Clearance efficiency ตอเชื้อ V. alginolyticus หลังจาก 4 วนัสูงกวา ในการ
ทดลองฉีด Sodium alginate ตอการตานทานเชื้อ V. alginolyticus ที่ความเขมขน 2x107 CFU/ตัว 
พบวามีอัตราการรอดตายสูงกวากุงกลุมควบคุม (6 วันหลังจากฉีดเชื้อ) ดังนั้นกุงที่ไดรับ Sodium 
alginate 10 mg/g หรือมากกวาสามารถเพิ่มภูมิคุมกันและการตานทานตอเชื้อ V. alginolyticus ได 
 
  Huang et al. (2007) ศึกษาการใช Sargassum fusiforme สกัดเปนโพลีแซคคาไรด (SFPSE) 
ผสมในอาหาร (0%, 0.5%, 1.0% และ 2.0%) เปนเลา 14 วนั ในกุง Fenneropenaeus chinensis ระยะ 
Juvenile ตอการตานทานเชือ้ Vibriosis พบวากลุมที่ไดรับอาหารผสม 1.0% และ 0.5% SFPSE มี
อัตราการตายสะสมภายหลังจากการฉีดเชือ้เปนเวลา 24 และ 30 ช่ัวโมง ต่ํากวากลุมควบคุม สวนที ่
2.0% SFPSE พบวาไมแตกตางจากกลุมควบคุม และไมมีความแตกตางระหวางกลุมที่ไดรับอาหาร
ผสม 1.0% และ 0.5% SFPSE สวนคา THCs มีคาเพิ่มขึ้นเมื่อไดรับอาหารผสม SFPSE สวนความ
เขมขนของโปรตีนในน้ําเลือด และ PO activity และ Muscular lysozyme activity เพิ่มขึ้นและลดลง
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เมื่อไดรับ SFPSE เพิ่ม โดยความเขมขนของโปรตีนในน้ําเลือดสูงสุดเปน 167.46 mg/ml ในกลุม 
1.0% SFPSE PO activity และ Muscular lysozyme activity สูงสุดเปน 13.20 U และ 3.21 U 
mg/prot  ในกลุม 0.5% SFPSE ตามลําดับ ดังนั้นการเสริม SFPSE ในอาหารระดับ 0.5% และ 1.0% 
เปนเวลา 14 วนั มีประสิทธิภาพในการตานทานเชื้อ Vibriosis และเพิ่มภูมิคุมกันไดและ Fu et al. 
(2007) ไดศึกษาโดยใช Gelidium amansii ศึกษาคา THC, PO activity และ Respiratory burst ในกุง 
L. vannamei โดยการแชดวย hot-water extract ของสาหรายสีแดง G. amansii ในปริมาณ 200, 400 
และ 600 mg/l โดยการฉีดดวย hot-water extract ปริมาณ 4 และ 6 mg/g และโดยการผสมอาหาร 
hot-water extract ปริมาณ 0, 0.5, 1.0 และ 2.0 g/kg พบวากุงที่ทดลองโดยการแช hot-water extract 
ปริมาณ 400 และ 600 mg/l ภายหลัง 1 ช่ัวโมง กุงที่ไดรับการฉีดดวย hot-water extract ปริมาณ 6 
mg/g ภายหลังจาก 1 วนั และกุงที่ไดรับอาหารผสม hot-water extract ปริมาณ 1.0 and 2.0 g/kg 14 
วัน พบวามีคา THC, PO activity และ Respiratory burst เพิ่มขึ้น คา Phagocytic activity และ 
Clearance efficiency ของกุงที่ไดรับอาหารผสม hot-water extract ปริมาณ 1.0 และ 2.0 g/kg สูงกวา
กุงที่ไดรับอาหารผสม hot-water extract ปริมาณ 0 และ 0.5 g/kg หลังจาก 14 และ 28 วัน ตามลําดบั 
สวนการทดสอบการตานทานเชื้อของกุงทีใ่ห hot-water extract โดยการฉีดและผสมอาหารตอเชื้อ 
V. alginolyticus ภายหลังจากการฉีดเชื้อ 3 ช่ัวโมง หรือ 28 วัน ที่ความเขมขน  2x106 และ 1x106 
CFU อัตราการรอดตายของกุงที่ฉีดดวย hot-water extract ปริมาณ 6 mg/g สูงกวากลุมควบคุมอยาง
มีนัยสําคัญหลังจากฉีดเชื้อ 1 วัน และกุงที่ไดรับอาหารผสม hot-water extract ปริมาณ 0.5, 1.0 และ 
2.0 g/kg อัตราการรอดตายเพิม่ขึ้นอยางมีนยัสําคัญหลังจากฉีดเชื้อ 3 วนัจนครบ 6 วัน จึงสามารถ
สรุปไดวากุงขาวที่แชดวย hot-water extract ปริมาณ 400 mg/l กุงที่ฉีดดวย hot-water extract 
ปริมาณ 6 mg/g และกุงทีก่ินอาหารผสม hot-water extract 2.0 g/kg หรือนอยกวานั้นสามารถเพิ่ม
ความสามารถในการตานทานการติดเชื้อ V. alginolyticus 
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5.  Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 
 Polymerase chain reaction (PCR) เปนปฏิกิริยาที่อาศัยหลักการของการเกิด DNA 
replication ในหลอดทดลอง (In vitro) แบบซ้ํา ๆ กันหลายรอบ (Replicated cycles) ดังแสดงใน
ภาพที่ 2 ในปฏิกิริยา PCR ประกอบดวย โมเลกุลตนแบบ (Template molecule) ซ่ึงอาจเปน DNA 
หรือ RNA ที่ตองการเพิ่มปริมาณ สายนิวคลิโอไทดเสนเดี่ยวส้ัน ๆ ที่มีลําดับเบสจําเพาะคูสมกับ 
Template (Primer molecules) เพื่อเปนตวัเริ่มตนของการเพิ่มปริมาณ Template DNA โดยมีปฎิกิริยา
ที่สําคัญแบงเปน 3 ขั้นตอนไดแก 
 

1.  Denaturation ขั้นตอนนี้เปนขั้นตอนทีท่ําให DNA เสียสภาพ โดยทําให DNA แมพิมพ
(Template) สายคูแยกจากกันเปนสายเดีย่ว เกิดที่อุณหภูมสูิงประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส  
 

2.  Primer annealing ขั้นตอนนี้ Primers (P) 2 สาย ดังภาพที่ 2 ซ่ึงมีลําดับนิวคลีโอไทดสมมูล 
กับ DNA แมพิมพ เขาไปจบั DNA แมพมิพแตละสายที่มีลําดับนิวคลีโอไทดสมมูลกับ DNA สายเดีย่ว
ที่เปนแมพิมพที่ปลาย 3’ เกิดที่อุณหภูมิประมาณ 40 - 60 องศาเซลเซียส 
 

3.  Primer extension ขั้นตอนนี้เปนการตอลําดับนิวคลีโอไทดเขาที่ปลาย 3’-OH ของ  
primer โดยใชเอนไซม DNA polymerase บริเวณ Klenow fragment ซ่ึงตองการอุณหภมูิที่พอเหมาะ
ที่ 70-75 องศาเซลเซียส 
 

เมื่อปฏิกิริยาเกดิซ้ํา ๆ กันจํานวนหลายรอบ จะทําใหสามารถเพิ่มขยายจํานวน DNA จาก
เดิมไดอยางทวีคูณ (Exponential) โดยมีจํานวนผลผลิต (PCR product) คํานวณไดเทากับ 2n (n = 
จํานวนรอบ) ถาปฏิกิริยา PCR มีประสิทธิภาพ 100% 
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ภาพที่ 2  ปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) 
ท่ีมา: http://www.flmnh.ufl.edu/cowries/PCR.gif  

 
 RT-PCR เปนวิธีที่ถูกดัดแปลงมาจาการทําปฏิกิริยา PCR ธรรมดา โดยมีหลักการที่สําคัญ
คือตองเปลี่ยน RNA ตนแบบใหกลายเปน Complementary DNA (cDNA) เสียกอน โดยอาศัย
กระบวนการ Reverse transcription หลังจากนั้น cDNA ที่ไดทําหนาที่เปนแมแบบ  (Template) ใน
ปฏิกิริยา PCR ธรรมดา เทคนิคนี้เปนเทคนิคที่มีความไวและความจําเพาะสูงมาก จึงนิยมนําไป
ประยุกตใชในการใชตรวจสอบปริมาณ RNA ของ ตัวอยางที่มีจํานวนจํากัด เชนใชในการตรวจ
วินิจฉยัการปนเปอนของเชือ้ไวรัสที่มีสารพันธุกรรมเปน RNA รวมทั้งการตรวจวัดระดับปริมาณ 
mRNA ในกระบวนการ Transcription ของการแสดงออกของยีนชนดิใดชนิดหนึ่งในเนื้อเยื่อหรือ
เซลลในสิ่งมีชีวิตที่เราสนใจ (Carding et al., 1992) โดยเทคนิคนี้จะทําการวัด End point ของการ
เพิ่มจํานวน PCR product โดยใชจํานวนรอบนอยกวาการทํา PCR ปรกติ โดยจะใชจาํนวนรอบ
ประมาณ 20-25 รอบ หลังจากนั้นจะทําการตรวจประเมนิการแสดงออกของยีนที่เราสนใจดวย
กระบวนการ Gel electrophoresis โดยความหนาหรือความเขมของ PCR product จะแปรผันตรงกบั
ปริมาณ cDNA template เริ่มตน จึงเรียกเทคนิคนี้อีกอยางวาเทคนิค Semi-quantitative RT-PCR 
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หรือ conventional RT-PCR ในการศึกษานอกจากจะทําการตรวจสอบระดับของยนีที่เราสนใจแลว 
ยังตองทําการตรวจสอบยีนที่เรียกวา Housekeeping gene เชน β-actin หรือ Elongation factor ซ่ึงจะ
ใชเปนยีนเปรยีบเทียบหรือยนีควบคุมเสมอ การแสดงออกของ Housekeeping gene นั้น จะเปน
เครื่องยืนยนัถึงสภาพการทํางานของเซลลที่มีชีวิต ไมวาจะอยูในสภาพใดก็ตาม (Marone et al., 
2001)  ดังนั้นจึงสามารถอธิบายไดวาเทคนิค RT-PCR นั้น เปนเทคนคิที่ใช RNA เปน Template ซ่ึง
นิยมนํามาใชในการตรวจสอบระดับการแสดงออกของ Gene transcription ภายในเซลลหรือเนื้อเยื่อ
ของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงโดยปรกตสิามารถเปลี่ยนแปลงไปตามการตอบสนองตอสัญญาณที่ถูกกระตุนดวย
ส่ิงเรามากมาย ทั้งในขณะมีการพัฒนา การเปลี่ยนแปลง และขณะเซลลทําหนาที่ในทางสรีรวิทยา 
ซ่ึงเปนสาเหตขุองการเปลี่ยนแปลงระดับของ mRNAs ขั้นตอนสําคัญของเทคนิค RT-PCR เริ่มตน
โดยการสกัด Total RNA หรือ mRNA จากเนื้อเยื่อหรือเซลล แลวใช RNA ที่ไดนี้เปน Template 
สําหรับปฏิกิริยา Reverse transcription ใหสังเคราะห cDNA จากนั้น cDNA ที่สังเคราะหไดจะเปน 
Template สําหรับปฏิกิริยา PCR โดยใช Primer 2 สาย ที่สังเคราะหมาเพื่อขยายตําแหนงที่สนใจบน 
cDNA นั้น PCR product ที่ไดสามารถตรวจสอบขนาดดวยวิธี Agarose gel electrophoresis และ
ตรวจยนืยนัโดยวิธี Restriction digestion, Hybridization หรือ Nucleotide sequencing สําหรับการ
สังเคราะห cDNA จาก mRNA มีวิธีการที่นยิมทําอยู 3 วิธี ไดแก 
 

1.  เริ่มตนการสังเคราะหโดย 3’ (Antisense) Gene-specific primer เขาไปจับคูสม (Anneal) 
กับ mRNA แลวตอลําดับนวิคลีโอไทด (Extend) ดวยเอนไซม Reverse transcriptase โดยใช mRNA 
เปนแมแบบสังเคราะหใหได cDNA ซ่ึงเปนแมพิมพสําหรับ 5’ (Sense) Primer สังเคราะหได DNA 
สายใหมที่เปนคูสมกับ cDNA ซ่ึงจะถือเปนจุดเริ่มตนของปฏิกิริยา PCR ตอไป 

 
2.  เริ่มตนการสังเคราะหโดยใช Oligo dT เปน Primer ไปจับกับสวน Poly A tail ที่ปลาย 3’  

ของ mRNA ทุก ๆโมเลกุล จากนั้นสังเคราะห cDNA โดยใชเอนไซม Reverse transcriptase ตอไป
จึงใช Gene-specific PCR primers ในการเพิ่มขยายดวยปฏิกิริยา PCR กับสวนของ cDNA  ท่ีจําเพาะ
ตามตองการ ซ่ึงเปนวิธีที่จะใชในการศึกษาครั้งนี้ 
 

3.  เริ่มตนการสังเคราะหโดยใช Random hexamers ไปจับกับหลาย ๆ ตําแหนงบน mRNA  
อยางสุม จากนั้นสังเคราะห cDNA ดวยเอนไซม Reverse transcriptase ตามดวยปฏิกริิยา PCR โดย
ใช Gene-specific primers เพิ่มขยายสวนของ cDNA ที่ตองการตอไป (วัชรี และ มนตรี, 2536) 



อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  กุงกุลาดํา ขนาด 12-14 กรัม จํานวน 500 ตัว 
2.  ถังไฟเบอรกลาส ขนาด 1 ตัน จํานวน 12 ถัง 
3.  สายอากาศ และหวัทราย  
4.  สวิง ผาสะอาด 
5.  น้ําเค็ม 25 ppt 
6.  β-1,3/1,6-กลูแคน  (Biotec ASA, Norway) 
7.  อาหารกุงเบอร 3 
8.  น้ํามันปลาหมึก 
9.  เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง 
10.  เข็มฉีดยาขนาด 24 G และ กระบอกฉดียาขนาด 1 มลิลิลิตร 
11.  Eppendorf  tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร, tube, Tip  

ขนาด10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
12.  Autopipette ขนาด 10, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
13.  ตูกระจก ขนาด 70 ลิตร จํานวน 24 ตู 
14.  ถุงมือปลอดเชื้อ 
15.  เครื่องมือที่จําเปนอื่น ๆ 

  -  Autoclave และ Hot-air oven 
  -  Homoginizer 

-  Refrigerated centrifuge (Mikro 200R Hettich Zentrifugen) 
-  เครื่อง PCR (Takara PCR Thermal Cycle) 
-  Gel documentation (Syngene) 
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สารเคมี 
 

1.  10% Sodium citrate 
2.  Trizol reagent (Life science, USA) 
3.  Chloroform 
4.  Isopropyl alcohol 
5.  75% และ 95% Ethanol 
6.  RNase-free water 
7.  Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
8.  ชุดน้ํายาสําเร็จรูป StrataScriptTM First-Strand cDNA Synthesis System  

(Stratagene, USA) 
9.  ชุดน้ํายาสําเร็จรูปสําหรับปฏิกิริยาลูกโซ DNA polymerase chain reaction 
10.  1.5% Agarose 
11.  TBE buffer, PBS buffer 
12.  100 bp DNA Ladder, Loading dye 
13. Ethidium bromine (EtBr) 
14. อาหารเลี้ยงเชือ้แบคทีเรีย Trypticase Soy Agar (TSA), Trypticase Soy Broth (TSB) 

และ Thiosulfate Citrate Bile-Salt Sucrose Agar (TCBS) 
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วิธีการ 
 
1.  การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับระบบภมิูคุมกันในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกุลาดํา 

 
นํากุงกุลาดําขนาด 12 - 14 กรัม ที่ไมเคยไดรับการสารเบตา-กลูแคน มาเก็บเลือดและเก็บ

อวัยวะที่ตองการศึกษาคือ หวัใจ ตับและตบัออน กลามเนื้อ ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง ลําไส
สวนทาย เหงอืก และเนื้อเยือ่ใตเปลือก โดยมีขั้นตอนดังตอไปนี ้
 

1.1 การสกัด Total RNA จากเมด็เลือดและอวยัวะอ่ืน ๆ 
 
1.1.1  ทําการเก็บเลือดของกุงโดยใช Disposal syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร ที่บรรจุ 0.7 

มิลลิลิตร ของสารปองกันการแข็งตัวของเลือด (10% Sodium citrate) โดยใชเข็มเจาะแองเลือด
บริเวณ Ventral sinus ใหไดประมาณ 0.7 มิลลิลิตร ผสมเลือดกุงและสารปองกันการแข็งตัวใหเขา
กัน แลวนําของเหลวที่ไดเทลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จํานวน 1 หลอด  

 
1.1.2  นําเลือดกุงที่ไดไปปนดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 6,000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทสารละลายดานบนทิ้งออกจนหมด ใหเหลือแต
ตะกอนเม็ดเลอืดสีขาว เติม Trizol reagent (Life science, USA) ประมาณ 150 ไมโครลิตร บด
ตะกอนในหลอดบนน้ําแข็งจนละเอยีด แลวเติม Trizol reagent ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร หลังจาก
นั้นใชเข็ม 24 G ในหลอดฉดียาขนาด 3 มลิลิลิตร ดูดของเหลวขึ้นลงแรง ๆ เพื่อทําลาย Genomic 
DNA ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที แลวเติม Chloroform 0.2 มิลลิลิตร พลิกหลอดไปมาเบา ๆ 15 
วินาที  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 3 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส นําสารละลายสวนใสไปใสใน Eppendorf tube หลอดใหม เติม Isopropyl alcohol 
0.5 มิลลิลิตร พลิกไปมาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงที ่13,000 รอบ
ตอนาที 15 นาที 4 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใส เก็บตะกอนไวใน 75% Ethanol ที่ -80 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะนํามาใช 

 
1.1.3  ทําการเก็บอวัยวะตาง ๆ ของกุงไดแก หัวใจ ตับและตับออน กลามเนื้อ ลําไส

สวนตน ลําไสสวนกลาง ลําไสสวนทาย เหงือก และเนื้อเยื่อใตเปลือก ลงในหลอดบดแกวที่ลางดวย 
DEPC ที่อบไวที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง ยกเวนในสวนของสําไสใหลาง
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ดวยบัฟเฟอร PBS แลวเติม Trizol reagent (Life science, USA) ประมาณ 150 ไมโครลิตร บด
เนื้อเยื่อในหลอดบนน้ําแข็งจนละเอยีด แลวเติม Trizol reagent ใหไดปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวยาย
ของเหลวที่ไดลงใน Eppendorf tube หลังจากนั้นใชเข็ม 24 G กับกระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร 
ดูดของเหลวขึน้ลงแรง ๆ ซํ้ากันประมาณ 10 คร้ัง เพื่อทําลาย Genomic DNA ตั้งทิ้งไวที่
อุณหภูมิหอง 5 นาที แลวเตมิ Chloroform 0.2 มลิลิลิตร พลิกหลอดไปมาเบา ๆ 15 วนิาที  ตั้งทิ้งไว
ที่อุณหภูมิหอง 3 นาที นําไปปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที 15 นาท ีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นําสารละลายสวนใสไปใสใน Eppendorf tube หลอดใหม เติม Isopropyl alcohol 0.5 มิลลิลิตร 
พลิกไปมาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง 10 นาที นําไปปนเหวี่ยงที ่13,000 รอบตอนาที 15 
นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใสออก แลวเกบ็ตะกอนไวใน 75% Ethanol ที่ -80 องศา
เซลเซียส จนกวาจะนํามาใช 
 

1.2 การสังเคราะห First-strand cDNAโดยใชปฏิกิริยา Reverse transcription 
 

1.2.1  นํา Total RNA ที่เก็บใน 75% Ethanol มาเขยาดวย Vortex mixer แลวนําไปปน
เหวีย่งที่ 7,500xg เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใส ตากตะกอนใหแหงพอ
หมาดประมาณ 5-10 นาที เติมน้ํากลั่น DEPC treated  ประมาณ 12 ไมโครลิตร ทิ้งใหละลายเขากนั 
แลวนํามา 2 ไมโครลิตร ผสมน้ํากลั่น DEPC treated 68 ไมโครลิตร นําไปวัดคาการดดูกลืนแสง ที่ 
260-280 nm เพื่อวัดความเขมขนของ RNA 

 
1.2.2  นํา Total RNA จากขอ 1.2.1 มา 3 ไมโครกรัม ปรับจนไดปริมาตร 19 

ไมโครลิตร ดวยน้าํกลั่น DEPC treated ทําการสังเคราะห First strand cDNA ตามวิธีการของบริษัท 
(Stratagene, USA) โดย เติม Oligo (dT) 1.5 ไมโครลิตร  แลวพลิก Eppendorf tube ไปมาใหเขากนั
เบาๆ แลวนําไปบมที่อุณหภมูิ 65 องศาเซลเซยีส 5 นาที ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง 10 นาที หลังจาก
นั้นเติม 10x First-strand buffer 2.5 ไมโครลิตร, RNase block Ribonuclease Inhibitor 0.5 
ไมโครลิตร, 100 มิลลิโมล (mM) dNTPs 1 ไมโครลิตร, StrataScript Reverse Transcriptase 0.5 
ไมโครลิตร ตามลําดับ ผสมใหเขากัน จะไดปริมาตรทั้งหมดเทากับ 25 ไมโครลิตร นําไปบมที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง และ 90 องศาเซลเซียส 5 นาที เก็บไวที่ -20 องศาเซลเซียส  
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1.3 การศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี Semi-quantitative RT-PCR 
 
1.3.1  นํา First-strand cDNA ที่สังเคราะหทีไ่ดจากขอ 1.2 มาเปน template เพื่อศึกษา

การแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกัน ซ่ึงไดแก AMP, βGBP, Crustin, HSP70, 
Lysozyme, Penaeidin, Peroxinectin, ProPO, SPI และ TGase และใช β-actin เปนยนีตรวจสอบ
เปรียบเทียบ (Internal control) โดยใช Specific primers ที่ออกแบบโดยอาศัยลําดับนวิคลีโอไทด
ของแตละยนีซึ่งอางถึง Accession number ที่บันทึกไวใน GenBank database ของแตละยีนในการ
ทํา PCR  (ตารางที่ 2)  โดยใชปริมาตรและสภาพของปฏกิิริยาตามคําแนะนําของบรษิัท (Takara, 
Japan)  ดังนี้  

  
  1. cDNA Template   1.0 ไมโครลิตร 

2. dNTPs Mix    2.0 ไมโครลิตร 
3.10x buffer    2.5 ไมโครลิตร 
4. Forward primer   0.5 ไมโครลิตร 
5. Reverse primer   0.5 ไมโครลิตร 
6. น้ํากลั่น DEPC treated   16.0 ไมโครลิตร 

 
1.3.2  ทําการเติมสารเรียงตามลําดับในหลอด PCR ขนาด 200 ไมโครลิตร แลวนําไป 

บมที่อุณหภูมิ 91 องศาเซลเซียส 5 นาที และ 54 องศาเซลเซียส 5 นาที ตามลําดับ  
 
1.3.3  เตรียม Ex Tag 0.1 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํากลั่น DEPC treated ใหไดปริมาตร 

2.5 ไมโครลิตรลงไป หลังจากนั้นนําไปเขาเครื่อง PCR ตอไป โดยควบคุมสภาพของปฏิกิริยาดังนี ้
 

 Predenaturation  95 องศาเซลเซียส  1 นาที 
 Denaturation  95 องศาเซลเซียส  30 วินาท ี
 Annealing  55 องศาเซลเซียส  30 วินาที      (25 รอบ) 
 Extension  72 องศาเซลเซียส  1 นาที 

   72 องศาเซลเซียส  10 นาที 
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1.3.4 ภายหลังจากเสร็จสิ้นการทําปฏิกิริยาแลว ทําการเตมิ Loading dye 4.0 µl เพื่อ
หยุดปฏิกิริยา แลวนํา PCR products ที่ไดไปหยดบน Agarose gel ความเขมขน 1.5 % และใช 100 
bp DNA ladder marker 3.0 ไมโครลิตร เปนแถบ DNA มาตรฐาน นํา Gel ที่ไดไปผานกระแสไฟฟา 
โดยขบวนการ Electrophoresis ที่กําลังไฟ 100 Volt และกระแสไฟ 0.8 Ampere ประมาณ 40 นาที 
หลังจากนัน้นาํไปยอมดวย Ethedium bromide 20 นาที แลวนําไปตรวจสอบแถบของ DNA ภายใต
แสง UV ดวยเครื่อง Gel documentation และทําการบันทึกภาพตามลาํดับ แลวทําการอานผลโดย
พิจารณาจากความหนาแนนของแบน PCR product และเปรียบเทียบขนาดของแบนที่พบในแตละ
อวัยวะ 

 
2.  ผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน 
 

2.1  การเตรียมสัตวทดลอง 
 
นํากุงกุลาดําขนาด 12.85±0.69 กรัม/ตัว มาเลี้ยงในหองปฏิบัติการเพื่อทําการปรับสภาพกุง

ใหคุนเคยกับสภาพของหองทดลองเปนเวลา 7 วัน ระหวางเลี้ยงใหอาหารเม็ดสําเร็จรูป ประมาณ 5% ของ
น้ําหนกัตัว 4 คร้ังตอวัน หลังจากนั้น ทาํการแยกกุงจํานวน 30 ตัว ไปเลี้ยงในถังไฟเบอรกลาสขนาด 
1,000 ลิตร ที่บรรจุน้ําความเค็ม 15 สวนในพันสวน 350 ลิตร จํานวน 12 ถัง เปนเวลา 3 - 5 วัน และ
เปลี่ยนถายน้ํา 20% ทุก ๆ 2 วนั 

 
2.2  การเตรียมอาหารสําหรับการทดลองและการใหอาหาร 

 
2.2.1  นําสารสกัดเบตา-กลูแคนไปชั่งน้ําหนักใหได 1, 3 และ 5 กรัม ละลายดวยน้ํากลั่นที่

ผานการฆาเชือ้แลว 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 
 
2.2.2  นําสารละลายที่ได รวมทั้งน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ไปพนโดยใชกระบอกฉีดลง

บนอาหารเม็ดสําเร็จรูป 1 กิโลกรัม จะไดอาหารที่มีความเขมขนของเบตา-กลูแคน 3 ระดับคือ 1, 3 
และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมตามลําดับ นาํอาหารที่ไดไปผึ่งลมใหแหงแลวเคลือบอาหารทดลอง
ดวยน้ํามันปลาหมึกกอนใหทุกครั้ง รวมทัง้อาหารที่ไมมเีบตา-กลูแคน (Control) 

 



 

31

2.2.3  ทําการใหอาหารกุงทดลอง โดยจะแบงกุงทดลองออกเปน 4 กลุม ๆ ละ 3 ซํ้า 
ใหอาหารวันละ 4 คร้ัง วันละ 5% น้ําหนักตวั ติดตอกนัเปนเวลา 14 วัน  

2.3  การประเมินผลของอาหารทดลองตอการแสดงออกยีนทีเ่กี่ยวของกับระบบภูมคิุมกัน 
 

2.3.1  การสกัด Total RNA 
 

2.3.1.1  ทําการเก็บเลือดของกุงทดลองในแตละกลุมที่ กอนการทดลอง และ
ภายหลังการใหอาหาร 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน โดยใช Disposal syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร ที่บรรจุ 
0.7 มิลลิลิตร ของสารปองกันการแข็งตวัของเลือด (10% Sodium citrate) โดยใชเข็มเจาะแองเลือด
บริเวณ Ventral sinus ใหไดประมาณ 0.7 มิลลิลิตร ผสมเลือดกุงและสารปองกันการแข็งตัวใหเขา
กัน แลวนําของเหลวที่ไดเทลงใน Eppendorf tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จํานวน 1 หลอด โดยเก็บ
เลือดอยางนอย 3 ตัว/กลุม 

 
2.3.1.2  นําเลือดกุงที่ไดไปปนดวยเครื่อง Centrifuge แลวทําตอจนจบขั้นตอน

เหมือนขอ 1.1  
 

2.3.2  การสังเคราะห First-strand cDNA โดยใชปฏิกิริยา Reverse transcription 
 

ใหนํา Total RNA ที่เก็บใน 75% Ethanol มาเขยาดวย Vortex mixer แลวนําไป
ปนเหวี่ยงที่ 7,500xg เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส ทิ้งสวนใส ตากตะกอนใหแหงพอ
หมาดประมาณ 5 - 10 นาที เติมน้ํากลั่น DEPC treated  ประมาณ 12 ไมโครลิตร ทิ้งใหละลายเขากนั 
แลวนํามา 2 ไมโครลิตร ผสมน้ํากลั่น DEPC treated 68 ไมโครลิตร นําไปวัดคาการดดูกลืนแสง ที่ 
260 - 280 นาโนเมตร เพื่อวดัความเขมขนของ RNA แลวทําตอจนจบขัน้ตอนเหมือนขอ 1.2 

 
2.3.3  การศึกษาการแสดงออกของยีนดวยวิธี Semi-quantitative RT-PCR 

 
ใหนํา First-strand cDNA ที่สังเคราะหที่ไดจากขอ 2.3.2 มาเปน Template เพื่อ

ศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกนั ซ่ึงไดแก AMP, βGBP, Crustin, HSP70, 
Lysozyme, Penaeidin, Peroxinectin, ProPO, SPI และ TGase และใช β-actin เปนยนีตรวจสอบ
เปรียบเทียบ โดยใช Specific primers ที่ออกแบบโดยอาศยัลําดับนวิคลีโอไทดของแตละยีนซึ่งอาง
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ถึง Accession number ที่บันทึกไวใน GenBank database ของแตละยนีในการทํา PCR  (ตารางที่ 2)  
โดยใชปริมาตรและสภาพของปฏิกิริยาตามคําแนะนําของบริษัท (Takara, Japan) แลวทําตอจนจบ
ขั้นตอนเหมือนขอ 1.3 แลวทําการอานผลโดยพิจารณาจากความหนาแนนของแบน PCR product 
 
 นอกจากนี้จะทําการชั่งวัดน้าํหนักของกุงทดลองในแตละกลุมที่กอนการทดลอง และ
ภายหลังการใหอาหารทดลองเปนเวลา 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน ตามลําดบั ทําการวิเคราะหความ
แปรปรวนของน้ําหนกักุงในแตละกลุม ที่เวลาตาง ๆ ที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารและกลุม
ควบคุมที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely 
Randomized Design, CRD) และวเิคราะหคาเฉลี่ยของอัตราการตายของกุงในแตละกลุมดวยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

33

ตารางที่ 2  ลําดับนิวคลีโอไทดของ Specific primers ของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมคิุมกันของกุง
กุลาดํา 

 
 
 

ยีน Primer ลําดับนิวคลีโอไทด ขนาด PCR 
product (bp) 

Accession 
number 

1. Antimicrobial Peptide Forward 5'-CTCGGAGTCATTCTGTTCTG-3' 413 CD766060 
 Reverse 5'-TAGAAGGAAGGTGGCTTGCA-3'   
2. β-Glucan Binding Protein Forward 5'-GAACCATGTCGAACTTCGCT-3' 701 AF368168 
 Reverse 5'-GTGGAAGGATTTACTGCTCG-3'   
3. Crustin Forward 5'-CGGTTTAGGAGGCGGTTTAA-3' 349 BI018072 
 Reverse 5'-CTTCCCTAGAAAGAAGGAGG-3'   
4. Heat Shock Protein  70 Forward 5'-ATTCGAAGACCACACAGTCC-3' 679 AF474375 
 Reverse 5'-ATGCGGTTGTCGAAGTCTTG-3'   
5. Lysozyme Forward 5'-AGGTCTTCAGGAAGTGCGAA-3' 469 AF539466 
 Reverse 5'-TGACGTGCCAGGCTTGTAAA-3'   
6. Penaeidin Forward 5'-GGAGGATATCATCCAGTTCC-3' 410 AY326471 
 Reverse 5'-CAACAACCAACCACACACAG-3'   
7. Peroxinactin Forward 5'-CAATGTAAGAAGCACGGTGC-3' 678 AF188840 
 Reverse 5'-TGCTC CTCTTGACTCCTCAA-3'   
8. Prophenoloxidase Forward 5'-CGTCATCCCGAGAAAGAAGG-3' 639 AF099741 
 Reverse 5'-TCTCTTGCCAGAAGTGACGT-3'   
9. Serine Proteinase Inhibitor Forward 5'-CCAGAATCCGGAGTCAATAC-3' 607 CF415875 
 Reverse 5'-CAGACGTGTTGCATTCACAG-3'   
10. Transglutaminase Forward 5'-AAGGCTACGGTTGAAGTGCA-3' 495 AY074924 
 Reverse 5'-CCTGAGGTACATCTCCAGAA-3'   
11. β-actin Forward 5'-CGACATCAAGGAGAAGCTGT-3' 459 CK901489 
 Reverse 5'-TCGTACTCCTGCTTGCTGAT-3'   
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3.  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานโรคเรืองแสงที่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย V. 
harveyi 
 
 3.1  เขี่ยเชื้อแบคทีเรียเรืองแสง V. harveyi สายพันธุ AQVH001 บนอาหารเลี้ยงเชื้อ 
Trypticase Soy Agar (TSA) ผสมเกลือแกง 1.5% เพื่อใหไดโคโลนีเดี่ยว ๆ นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง  
 

3.2  เลือกเขี่ยเชื้อเฉพาะโคโลนีที่เรืองแสงลงใน Volumetric flask ที่บรรจุ Trypticase Soy 
Broth ผสมเกลือแกง 1.5% 25 มิลลิลิตร แลวนําไปเลี้ยงตอใน Water bath ที่สามารถเขยาได ที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18 - 24 ช่ัวโมง  

 
3.3  นําแบคทีเรียที่เล้ียงไดมาปนดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 10 นาที แลวเทสวนใสของอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง หลังจากนัน้ทาํการลางตกตะกอนเซลลดวย
น้ําเกลือ 0.85% แลวนาํไปปนลาง 2 คร้ัง ดวยเครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 2,500 รอบตอนาที 
เปนเวลา 10 นาที  

 
3.4  นําเซลลแบคทีเรียที่ไดมาผสมกับน้ําเกลือ 0.85% ปรับใหได Absorbance 0.1 ที่ OD 

540 นาโนเมตร เพื่อใหไดความหนาแนนของเซลลแบคทีเรียประมาณ 1.0x108 CFU/มิลลิลิตร ตาม
วิธีของ (ประพันธศักดิ์, 2542) หลังจากนัน้นําสารละลายแบคทีเรียทีไ่ด 1 มิลลิลิตร มาเจือจางดวย
น้ําเกลือ 0.85% 9 มิลลิลิตร จะไดเชื้อแบคทีเรียที่มีความหนาแนนประมาณ 1.0x107 CFU/มิลลิลิตร 

 
3.5  ภายหลังจากเลี้ยงกุงดวยอาหารทดลองในขอ 2.2.3 เปนเวลา 14 วัน นํากุงในแตละถัง

มาฉีดเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมไวบริเวณกลามเนื้อดานขางปลองทองที่ 4 ตัวละ 0.1 มิลลิลิตร ตามแบบ
แผนดังตอไปนี้ 

 
กลุมที่ 1 คือ กุงกลุมที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร (กลุมควบคุม) จาํนวน 3 ถัง ใหฉีด

ดวยสารละลายแบคทีเรีย ถังละ10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร (กลุมควบคมุผลบวก) 
กลุมที่2 คือ กุงกลุมที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร (กลุมควบคุม) จาํนวน 3 ถัง ใหฉีด

ดวยสารละลายเกลือแกง 0.85% ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร (กลุมควบคุมผลลบ)  
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กลุมที่ 3 คือ กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
จํานวน 3 ถัง ใหฉีดดวยสารละลายแบคทีเรีย ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร  

กลุมที่ 4 คือ กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
จํานวน 3 ถัง ใหฉีดดวยสารละลายแบคทีเรีย ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร  

กลุมที่ 5 คือ กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
จํานวน 3 ถัง ใหฉีดดวยสารละลายแบคทีเรีย ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร 

 
 3.6  นํากุงที่ไดรับการฉีดน้ําเกลือและแบคทีเรียแลวในแตละกลุม ไปทาํการเลี้ยงตอ ในตู
กระจกความจนุ้ํา 70 ลิตร แยกตามถังไฟเบอรกราส โดยแยกเลี้ยงตูกระจกละ 10 ตัวของแตละทรีท
เมนต ๆ ละ 3 ซํ้า ทําการใหอากาศและเลีย้งดวยอาหารทดลองตอไป   สังเกตและจดบนัทึกอัตราการ
ตายของกุงทุก ๆ วันจนครบ 12 วัน ระหวางนี้เมื่อพบกุงแสดงอาการใกลตายใหแยกออกมา ทําการ
แยกเชื้อโดยใชเข็มเขี่ยจากสวน ตับและตับออน บนอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS นําไปบมที่อุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ช่ัวโมง เพื่อเปนการยืนยันผลตอไป 
 
 3.7  ทําการวิเคราะหความแปรปรวนของอัตราการตายของกุงในแตละกลุมทดลองที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารและกลุมควบคุมที่ไมไดรับอาหาร (กลุมควบคุมผลบวก) ตามแผนการ
ทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และวิเคราะหคาเฉลี่ยของอัตราการ
ตายของกุงในแตละกลุมดวยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 
95% 
 
4.  ผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานโรคจุดขาวทีมี่สาเหตุมาจากเชื้อไวรัส 
WSSV 
  

4.1  การเตรียมไวรัส WSSV 
 

4.1.1  ทําการแยกไวรัส WSSV ตามวิธีของ (Xie et al., 2005) โดยนําเนือ้เยื่อสวน
กลามเนื้อของกุงที่แสดงอาการของโรคจุดขาวและผานการทดสอบ PCR แลววาเกิดผลบวกของเชื้อ 
WSSV ประมาณ 10 กรัม มาบดโดยใชโกรงบดแลวเติม TNE บัฟเฟอร 500 มิลลิลิตร [50 mM Tris–
HCl, 400 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH 8.5 รวมกับ protease inhibitors, 1 mM 
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Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 mM benzamidine และ 1 mM Na2S2O5] นําไปปนดวย
เครื่อง Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,500×g เปนเวลา 5 นาที ที่  4 องศาเซลเซียส 

 
4.1.2  นําของผสมที่ไดไปกรองดวย Nylon membrane ขนาดตา 400 mesh แลวนํา

สวนของเหลวที่กรองไดไปปนที่ความเรว็รอบ 30,000×g เปนเวลา 30 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 
 
4.1.3  ดูดสารละลายสวนใสดานบนออกเบา ๆ ทําการละลายตะกอนสขีาวดานลาง

ดวย TM บัฟเฟอร (50 mM Tris–HCl, 10 mM MgCl2, pH 7.5) 10 มิลลิลิตร นําไปปนดวยเครื่อง 
Centrifuge ที่ความเร็วรอบ 3,500×g เปนเวลา 5 นาที ที่  4 องศาเซลเซียส และปนตอที่ความเร็วรอบ 
30,000×g เปนเวลา 20 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 

 
4.1.4  ดูดสารละลายดานบนออกเบา ๆ ใหเหลือเฉพาะตะกอนขาว ๆ แลวเติม TM 

บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตร ที่มี NaN3 ความเขมขน 0.1% จนกวาจะนําไปใช 
 

4.2  การทดสอบเพื่อหาระดบัความเขมขนของไวรัสที่เหมาะสมในการฉีดเขาตัวกุงเพือ่
ทดสอบความคุมโรค  

 
4.2.1  ทําการเลี้ยงกุงกุลาดําขนาด 12 - 14 กรัม ในน้ําเค็ม 15 สวนในพนั ในตูกระจก

ขนาด 70 ลิตร ที่มีการใหอากาศ ตูละ 10 ตัว ทั้งหมด 10 ตู ใหอาหารเมด็ที่ไมผสมเบตา-กลูแคน เปน
เวลา 7 วัน ระหวางนี้ทาํการถายน้ํา 20% ทุก ๆ 2 วัน 

 
4.2.2  นําเชื้อที่เตรียมไวในขอ 4.1.4 มาทําการเจือจางดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ Lobster 

Haemolymph Medium (LHM) คร้ังละ 100 เทา ใหไดความเขมขนของไวรัสเปน 10-2, 10-4, 10-6  
และ 10-8 ตามลําดับ 

 
4.2.3  หลังจากปรับสภาพกุงทดลองเปนเวลา 7 วัน แลว ทําการฉีดกุงทดลองที่เตรียม

ไวบริเวณกลามเนื้อดานขางลําตัวของปลองทองที่ 3 หรือ 4 ดวยสารละลายไวรัสที่เตรียมไวในขอ 
4.2.2 โดยใชเข็มฉีดขนาด 1 มิลลิลิตร โดยแบงออกเปน 5 กลุมดังนี ้
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- กลุมที่ 1 ตูที่ 1 และ 2 ฉีดกุงทุกตัวดวย อาหารเลี้ยงเชื้อ LHM ตัวละ 0.1 มิลลิลิตร (กลุม
ควบคุม) 

- กลุมที่ 2 ตูที่ 3 และ 4 ฉีดกุงทุกตัวดวยสารละลายไวรัสความเขมขน 10-2 ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร 

- กลุมที่ 3 ตูที่ 5 และ 6 ฉีดกุงทุกตัวดวยสารละลายไวรัสความเขมขน 10-4 ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร 

- กลุมที่ 4 ตูที่ 7 และ 8 ฉีดกุงทุกตัวดวยสารละลายไวรัสความเขมขน 10-6 ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร 

- กลุมที่ 5 ตูที่ 9 และ 10 ฉีดกุงทุกตวัดวยสารละลายไวรัสความเขมขน 10-8 ตัวละ 0.1 
มิลลิลิตร 

 
4.2.4  ทําการเลี้ยงกุงทดลองตอไปอีกประมาณ 3 สัปดาห ระหวางนี้ทาํการสังเกต

ลักษณะและอาการของกุง เมื่อพบวากุงตวัใดแสดงอาการนอนนิ่ง มีการตอบสนองนอยมากหรือ
แสดงอาการของโรคดวงขาวใหนํากุงเหลานั้นออกจากตูกระจก เพื่อนําไปตรวจวินิจฉัยดวยเทคนิค 
PCR ตอไป และทําการบันทึกอัตราการตายสะสมทุกวนั จนกวาจะสิน้สุดการทดลองที่ 20 วัน 

 
4.3  การทดสอบความคุมโรค หรือผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทาน

โรคไวรสัดวงขาว 
 

4.3.1  ภายหลังจากเลี้ยงกุงดวยอาหารทดลองในขอ 2.2.3 เปนเวลา 14 วนั แลว นํากุง
ในแตละถังมาฉีดเชื้อไวรัสในระดับที่สามารถฆากุงได 100% หรือใกลเคียง และไมทาํใหเกิดการ
ตายอยางเฉยีบพลันจนเกินไปซึ่งไดจากการศึกษาในขอ 4.2 บริเวณกลามเนื้อดานขางปลองทองที่ 4 
ตัวละ 0.1 มิลลิลิตร ตามแบบแผนดังตอไปนี้ 

 
กุงกลุมที่ 1 คือ กุงกลุมที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร (กลุมควบคุม) จํานวน 3 ถัง ให

ฉีดดวยสารละลายไวรัสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LHM ความเขมขนที่ทําใหกุงตาย 100% หรือใกลเคียง 
ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร (กลุมควบคุมผลบวก) 

กุงกลุมที่ 2 คือ กุงกลุมที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร (กลุมควบคุม) จํานวน 3 ถัง ให
ฉีดดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LHM ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร (กลุมควบคุมผลลบ)  
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กุงกลุมที่ 3 คือ กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
จํานวน 3 ถัง ใหฉีดดวยสารละลายไวรัสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LHM ความเขมขนที่ทําใหกุงตาย 100% 
หรือใกลเคียง ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร  

กุงกลุมที่ 4 คือ กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม 
จํานวน 3 ถัง ใหฉีดดวยสารละลายไวรัสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LHM ความเขมขนที่ทําใหกุงตาย 100% 
หรือใกลเคียง ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร  

กุงกลุมที่ 5 คือ กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
จํานวน 3 ถัง ใหฉีดดวยสารละลายไวรัสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LHM ความเขมขนที่ทําใหกุงตาย 100% 
หรือใกลเคียง ถังละ 10 ตัว ๆ ละ 0.1 มิลลิลิตร 

 
4.3.2  นํากุงในแตละกลุมไปเลี้ยงตอในตูกระจกความจนุ้ํา 70 ลิตร แยกตามถังไฟเบอร

กลาส โดยแยกเลี้ยงตูกระจกละ 10 ตัวของแตละทรีทเมนต ๆ ละ 3 ซํ้า ทําการใหอากาศและเลี้ยง
ดวยอาหารทดลองตอไป   ระหวางนี้ทําการสังเกตลักษณะและอาการของกุง เมื่อพบวากุงตัวใด
แสดงอาการนอนนิ่ง มีการตอบสนองนอยมากหรือแสดงอาการของโรคดวงขาวใหนาํกุงเหลานัน้
ออกจากตูกระจก เพื่อนําไปตรวจวนิิจฉยัดวยเทคนิค PCR ตอไป และทําการบันทึกอัตราการตาย
สะสมทุกวัน จนกวาจะสิ้นสดุการทดลองที ่14 วัน 

 
4.3.3  ทําการวเิคราะหความแปรปรวนของอัตราการตายสะสมของกุงในแตละกลุม

ทดลองที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และกลุมควบคมุที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร (กลุม
ควบคุม) ตามแผนการทดลองแบบสุมตลอด (Completely Randomized Design, CRD) และ
เปรียบเทียบคาเฉลี่ยของอัตราการตายของกุงในแตละกลุมที่วันตาง ๆ ของการทดลองดวยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

39

5.  สถานที่ทําการทดลอง 
 

หองปฏิบัติการสุขภาพสัตวน้ํา ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
 
6.  ระยะเวลาในการทดลอง 
 

ใชระยะเวลาในการทําวจิัยทัง้สิ้น 12 เดือน (เดือนมกราคม 2550 – เดือนมกราคม 2551) 
โดยทําการทดลองในหองปฏิบัติการสุขภาพสัตวน้ํา ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา คณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
 
7.  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

 
สามารถทราบถึงกลไกการตอบสนองของยีนที่ควบคุมระบบภูมิคุมกันของกุงกุลาดํา โดย

เปนขอมูลพื้นฐานในการประยุกตใชเบตา-กลูแคนในปริมาณและระยะเวลาที่เหมาะสมใหเกิด
ประสิทธิภาพมากที่สุด 
 
8.  แหลงทุนสนับสนุน 

 
กองทุนสงเสริมและพัฒนาการวิจัยคณะประมง คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 
 



ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันในอวัยวะตาง ๆ ของกุงกุลาดํา 
 

 
 
ภาพที่ 3  การแสดงออกของยีน AMP, βGBP, Crustin, HSP70, Lysozyme, Peroxinectin, Penaeidin, 

 ProPO, SPI, TGase และ β-actin ที่พบในอวัยวะตาง ๆ ไดแก 1; หัวใจ, 2; ตับและตบัออน,  
3; เหงือก, 4; เนื้อเยื่อใตเปลือก, 5; ลําไสสวนหนา, 6; ลําไสสวนกลาง, 7; ลําไสสวนทาย,  
8; เม็ดเลือด และ 9; กลามเนือ้ ในกุงกุลาดําปรกติ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
 จากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดําปรกตขินาด
ประมาณ 12 กรัม ซ่ึงแสดงในภาพที่ 3 พบวายนี β-actin ซ่ึงทําหนาที่เปนยีนเปรยีบเทยีบหรือเพื่อแสดง
สภาพการทํางานของเซลลมีชีวิต พบวามีการแสดงออกในปริมาณที่ใกลเคียงกันในทกุอวัยวะ สวนยีน 
AMP ซ่ึงทําหนาที่เกีย่วกับการตานทานตอเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา พบวามีการแสดงออกมากในสวน
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ของเหงือก และเม็ดเลือด ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบวามกีารแสดงออกมาบางในสวนของ หัวใจ ตับ
และตับออน และลําไสสวนทาย ขณะที่ยนี βGBP ซ่ึงทําหนาที่เปน Pattern Recognition Protein ชนิด
หนึ่ง พบวามีการแสดงออกมากในเมด็เลือด และสามารถพบการแสดงออกระดับเบาบางในสวนของ 
หัวใจ เหงือก และ ลําไสสวนทายดวย ยีนตอมาคือ Crustin ซ่ึงเปน AMP ชนิดหนึ่ง พบวามีระดับการ
แสดงออกมากในสวนของ หวัใจ เหงือก และเม็ดเลือด นอกจากนีย้ังพบวามีการแสดงออกระดับเบาบาง
ในสวนของ ตับและตับออน เนื้อเยื่อใตเปลอืก ลําไสสวนกลาง และลําไสสวนทาย ขณะทีย่ีน HSP70 
ซ่ึงทําหนาที่เกีย่วกับการตอบสนองตอความเครียด พบวาไมมีการแสดงออกในทุกอวยัวะที่ศึกษา  
 

ยีน Lysozyme ซ่ึงเปน AMP ชนิดหนึ่งที่ทําหนาที่ในการฆาทําลายเชื้อแบคทีเรีย พบวามีการ
แสดงออกมากในเกือบทกุอวยัวะที่ศึกษาไดแก หวัใจ ตับและตับออน เหงือก เนื้อเยื่อใตเปลือก ลําไส
สวนกลาง ลําไสสวนทาย และเม็ดเลือด โดยเฉพาะในสวนของเหงือก และเม็ดเลือด ยกเวนในสวนของ
ลําไสสวนหนา และกลามเนือ้ ที่ไมพบการแสดงออก ยนีตอมาคือ Peroxinectin ซ่ึงทําหนาที่สําคัญ
เกี่ยวกับการเกาะติดของเซลล และยังเกี่ยวของกับระบบ ProPO พบวามีการแสดงออกของยีนมากใน
สวนของ เหงอืก ลําไสสวนทาย และเม็ดเลือด และมีการแสดงออกในระดับเบาบางในสวนของหวัใจ 
ลําไสสวนหนา และลําไสสวนกลาง โดยไมพบวามีการแสดงออกในสวนของตับและตับออน เนื้อเยื่อ
ใตเปลือก และ กลามเนื้อ ขณะที่ยีน Penaeidin ซ่ึงจัดเปน AMP ชนิดหนึง่เชนกันพบวามีการแสดงออก
หนาแนนมากในสวนของเหงือก และเมด็เลือด นอกจากนี้ยังมีการแสดงออกมากในสวนของหวัใจ ตับ
และตับออน เนื้อเยื่อใตเปลอืก และลําไสสวนทาย และยังพบวามกีารแสดงออกในระดับเบาบางในสวน
ของลําไสสวนกลาง และกลามเนื้อ โดยไมพบการแสดงออกของยีนนีใ้นสวนของลําไสสวนหนา ยนี
ตอมาคือ ProPO พบวามีการแสดงออกในระดับเบาบางในสวนของเม็ดเลือดเทานั้น โดยไมพบการ
แสดงออกของยีนนีใ้นอวัยวะอื่น ๆ ที่ศึกษา ขณะทีย่ีน SPI ทําหนาที่เกี่ยวกับการตานทานและจํากัดการ
ทํางานของเอนไซมในจุลชีพ พบวามกีารแสดงออกระดบัเบาบางมากในสวนของเม็ดเลือดเทานั้น โดย
ไมพบวามกีารแสดงออกในอวัยวะอ่ืน ๆ ที่ศึกษา ขณะที่ยีนชนดิสุดทายคือ TGase ซ่ึงเปนยีนที่ทําหนาที่
สําคัญในกระบวนการแข็งตวัของเลือด ซ่ึงพบวามีการแสดงออกมากในสวนของเหงือกและเมด็เลือด 
นอกจากนี้ยังพบวามีการแสดงออกระดับเบาบางในสวนของหัวใจ เนื้อเยื่อใตเปลือก ลําไสสวนกลาง 
และลําไสสวนทาย 
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2.  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกัน 
ของกุงกุลาดํา 
 
 จากการสังเกตคาน้ําหนกัของกุงทดลองในชุดควบคุมและกุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารพบวา น้ําหนกัเฉลี่ยของกุงเมื่อเริ่มตนทดลองมีคาอยูระหวาง 12.85±0.69 กรัม  ภายหลังจาก
เล้ียงกุงทดลองแลวเปนเวลา 1 - 7 วัน น้ําหนักของกุงทดลองในทุก ๆ กลุม ไมมีการเปลี่ยนแปลง
มากนัก แตมีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 10 และ 14 ภายหลังการไดรับอาหารทดลอง โดยมีน้ําหนัก
เฉลี่ยที่วันที่ 14 อยูในชวงประมาณ 15.25±1.97 กรัม อยางไรก็ตามไมพบวากุงในแตละกลุมทดลอง
มีน้ําหนกัเฉลี่ยที่วันตาง ๆ ภายหลังการไดรับอาหารทดลองมีน้ําหนกัแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P>0.05) (ภาพที่ 4) 
 

 
 
ภาพที่ 4  น้ําหนักของกุงกุลาดําที่ไดรับอาหารที่มีเบตา-กลูแคนในระดับตาง ๆ กัน เมื่อเริ่มตนการ 

ทดลองจนถึงสิ้นสุดการทดลองที่ 14 วัน 
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2.1  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน β-actin 
 

β-actin ยีนจดัเปนยีนโครงสรางที่มีความสําคัญตอเซลลในเซลลพืชและสัตวทุกชนิด 
ทําหนาที่ค้ําจนุเซลลใหมีรูปรางและโครงสรางภายในที่เปนปรกติ ซ่ึงโดยปรกติจะมีการสราง
ออกมาในทกุสภาวะไมวาสตัวจะอยูในสภาพที่ปรกติหรือไดรับการกระตุนจากสิ่งเราหรือมีการ
แสดงอาการผิดปรกติหรืออยูในสภาพที่เจบ็ปวย จึงถือเปนหนึ่งใน House keeping gene ที่นิยมใช
เปนยีนเปรียบเทียบคือ internal control เมื่อตองการศึกษาการแสดงออกของยีนอื่น ๆ เพื่อยืนยันวา 
เซลลหรือเนื้อเยื่อที่กําลังศึกษายังมีชีวิตและยังมีกิจกรรมของเซลลอยู การวิจัยคร้ังนีไ้ดออกแบบ 
Specific primers ของ β-actin ของกุงกุลาดํา โดยมีขนาดของ PCR product ประมาณ 459 bp ซ่ึง
จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา ในชวงเวลาตาง ๆ ที่ตรวจสอบดวยเทคนิค RT-PCR ความหนาของ
แถบ PCR Product ของกุงในแตละกลุมแตกตางกันไมมาก และมแีนวโนมลดการแสดงออกลงใน
วนัแรกของการใหอาหารทดลอง และเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ตั้งแตวนัที่ 3, 7, 10 และ 14 วันภายหลังการ
ไดรับอาหารทดลอง (ภาพที่ 5) อยางไรก็ตาม ก็เปนที่นาสงัเกตวาในวันที่ 3 และ 7 ของการทดลอง 
กุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกคอนขางนอยเมือ่
เปรียบเทียบกบักุงกลุมอื่น ๆ 
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ภาพที่ 5  การแสดงออกของ β-actin ยีนโดยใชเทคนิค RT-PCR ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลู 

แคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1  
กิโลกรัม ที่กอน การทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 
100 bp) 

 
2.2  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Heat Shock Protein 70 (HSP70) 

 
จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา นับตั้งแตเริ่มตนจนสิ้นสุดการทดลอง กุงทดลองในทุก ๆ 

กลุมมีการสราง HSP ออกมานอยมาก โดยพบวามีการแสดงออกมาในบางชวงเวลาเทานั้น โดยจะ
สามารถสังเกตเห็นแถบ PCR products บาง ๆ บางในวันที่ 3 ของการใหอาหารทดลอง (ภาพที่ 6) 
แสดงใหเห็นวาตลอดระยะเวลาของการทดลอง ไมไดมีสภาพแวดลอมหรือตัวกระตุนใดเกิดขึ้นจน
มีผลใหกุงทดลองเกิดความเครียดแลวทําใหกุงในทุกกลุมมีการเกิดสภาวะความเครียดขึ้น และยัง
แสดงใหเห็นวา กุงทดลองที่ไดรับเบตา-กลูแคน ตั้งแตระดับ 1 กรัม ไปจนถึง ความเขมขนในอัตรา 
5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ติดตอกันเปนเวลา 14 วัน ไมไดทําใหกุงทดลองเกิดความเครียดในระดับ
วิกฤตขึ้นแตอยางใด 
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ภาพที่ 6  การแสดงออกของยีน HSP70 เปรียบเทียบกับยนี β-actin โดยใชเทคนิค RT-PCR  

ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
อัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน 
ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.3  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Serine Proteinase Inhibitor 

(SPI) 
 

ผลจากการศึกษาพบวา เมื่อเริ่มตนการทดลอง SPI เปนยนีที่มีการแสดงออกใน
ระดับสูง ดังจะเหน็ไดจากความหนาของแถบ PCR products ของกุงในแตละกลุมมีความหนามาก
ในทุก ๆ กลุมทั้งที่ไดรับและไมไดรับเบตา-กลูแคน เมื่อเปรียบเทียบกบัความหนาของ PCR 
products ของ β-actin ยีน อยางไรก็ตามภายหลังการเริ่มใหอาหารทดลองแลวเปนเวลา 1 วัน ความ
เขมของแถบ PCR products ของกลุมควบคุมเริ่มมีการแสดงออกลดลงอยางเหน็ไดชัด ซ่ึงตรงกัน
ขามกับกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร กลับมีการแสดงของยนี SPI เพิ่มขึ้นอยางมากใน
ทุก ๆ กลุม และในวันที่ 3 ของการทดลอง การแสดงออกของยีน SPI มีแนวโนมลดลงไปในทุก ๆ 
กลุม โดยเฉพาะกลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม ซ่ึงพบวาสวนใหญมีการแสดงออกที่เบาบางมาก ขณะทีกุ่งในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารในระดบั 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ยังมีการแสดงออกที่คอนขางหนาแนน อยางไรก็
ตาม ในวันที่ 7 การแสดงออกของยีน SPI มีระดับที่ใกลเคียงกันมาก และมีแนวโนมลดลงเรื่อย ๆ 
เชนเดยีวกันจนถึงวันที่ 14 ของการทดลอง (ภาพที่ 7) 
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ภาพที่ 7  การแสดงออกของยีน SPI เปรียบเทียบกับยีน β-actin โดยใชเทคนิค RT-PCR ของกุง  
  กุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1, 3  

 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน ตามลําดับ  
 (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.4  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Peroxinectin 

 
จากการสังเกตพบวา Peroxinectin จัดเปนยนีที่มีการแสดงออกมานอยมาก ซ่ึงเมื่อ

เริ่มตนการทดลอง แทบจะไมสามารถสังเกตการแสดงออกไดเลยในกุงเกือบทุกกลุม ซ่ึงสามารถ
เห็นการแสดงออกไดเพยีงสามตัวเทานัน้จากกุงทั้งหมด 12 ตัว อยางไรก็ตาม ภายหลังจากเริ่ม
ทดลองแลวเปนเวลา 1 วัน กุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนทั้งสามระดับมีการแสดงออกของยีน สูงกวา
กลุมควบคุมทีม่ีการแสดงออก ออกมาบางอยางชัดเจน แตในวนัที่ 3 ของการทดลอง กุงในทกุกลุม
ทดลองกลับมีการแสดงออกลดลงแลวมีแนวโนมของการแสดงออกเพิม่ขึ้นในลักษณะเดยีวกันใน
ทุกกลุม โดยเริม่จากวนัที่ 7 จนถึงวันที่ 14 ของการทดลอง (ภาพที่ 8)   
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ภาพที่ 8  การแสดงออกของยีน Peroxinectin เปรียบเทียบกับยีน β-actin โดยใชเทคนิค RT-PCR  

ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน 
อัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน  
ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.5  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Transglutaminase (TGase) 

 
ที่กอนการทดลองจากการสังเกตการแสดงออกของยีน TGase พบวา กุงในทุกกลุมมี

การแสดงออกเบาบางมากเมือ่เทียบกับการแสดงออกของยีนอื่น ๆ และแทบจะไมสามารถ
สังเกตเห็นการแสดงออกไดในวันที่ 1 และ 3 หลังการทดลองในกุงทุกกลุม อยางไรก็ตามในชวง
วันที่ 7 พบวา การแสดงของยีน TGase นี้มีเพิ่มสูงขึ้น และสูงขึ้นสูงสุดในวนัที่ 10 ของการทดลอง 
แตก็มีแนวโนมลดลงอีกครั้งในวนัสุดทายของการทดลอง อยางไรก็ตามระดับของการแสดงออก
ของกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนทั้งสามระดับ ยังมีแนวโนมของการแสดงออกสูงกวากลุมควบคุม
เล็กนอย (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 9  การแสดงออกของยีน TGase เปรียบเทียบกับยนี β-actin โดยใชเทคนิค RT- PCR ของกุง 

กุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1, 3 
และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน ตามลําดับ (M คือ 
DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.6  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Lysozyme 

 
จากการสังเกตการแสดงออกของยีน Lysozyme ที่กอนการทดลอง จะพบวายนี 

Lysozyme จัดเปนยีนที่มกีารแสดงออกหนาแนนมากในทุก ๆ กลุม แตการแสดงออกมีแนวโนม
ลดลงในทุก ๆ กลุม ในวนัที่ 1 ของการทดลอง โดยเฉพาะกุงในกลุมทีไ่ดรับเบตา-กลูแคน อยางไรก็
ตามเปนที่นาสงัเกตวาในวันที่ 3 ของการทดลอง กุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนกลับมาแสดงออกอยาง
หนาแนนมากในเกือบทกุ ๆ ตัว ขณะที่กุงทีไ่มไดรับเบตา-กลูแคน กลับไมสามารถสงัเกตเหน็การ
แสดงออกเลย อยางไรก็ตามในวันที่ 7 ของการใหอาหารทดลอง การแสดงออกของ Lysozyme ใน
กุงกลุมควบคมุ มีแนวโนมของการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้น ซ่ึงตรงกันขามกับกลุมที่ไดรับเบตา-กลู
แคนกลับมีการแสดงออกลดลงในเกือบทกุตัว แตระดับความหนาแนนของการแสดงออกก็ไม
แตกตางกันทั้งในกลุมควบคมุและกลุมทดลอง แลวหลังจากนั้นระดับการแสดงออกของ Lysozyme 
มีแนวโนมเพิม่สูงขึ้นมากในระดับทีใ่กลเคียงกับเมื่อกอนการทดลองและลดลงอีกครั้งในวนัที่ 14 
เชนเดยีวกันในกุงทุกกลุม (ภาพที่ 10) 
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ภาพที่ 10  การแสดงออกของยีน Lysozyme เปรียบเทียบกบัยีน β-actin โดยใชเทคนิค RT- PCR  

   ของกุงกุลาดาํที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน    
   อัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน  
   ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.7  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน β-Glucan Binding Protein 

(βGBP) 
 

จากการศึกษาการแสดงออกของยีน βGBP พบวาเมื่อกอนการไดรับอาหารทดลอง
พบวามีการแสดงออกบางเลก็นอยในกุงบางตัวในกลุมทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในอาหารระดับ 3 และ 
5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม แตเมื่อไดรับอาหารทดลองเปนเวลา 1 วัน ในกุงกลุมที่ไดรับไดรับเบตา-
กลูแคนในอาหารระดับ 1 และ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกของ ยีน βGBP คอนขาง
หนาแนน มากกวากลุมควบคุมและกลุมทีไ่ดรับไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารระดับ 5 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม อยางไรก็ตามในวันที่ 3 กุงทุกกลุมมีแนวโนมของการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นในวันที่ 3 ของ
การไดรับอาหารทดลอง และมีแนวโนมเดยีวกันในการแสดงออกที่เริ่มลดลงเรื่อย ๆ ในวันที่ 7, 10 
และ 14 ของการไดรับอาหารทดลองตามลําดับ และในวนัที่ 14 ถึงแมวาการแสดงออกจะลดลงและ
เบาบางในทกุกลุมแตกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารยังมีความหนาของแบน PCR ที่หนากวา
กลุมควบคุมทีแ่สดงออกเบาบางมากจนแทบสังเกตไมเหน็ (ภาพที่11) 
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ภาพที่ 11  การแสดงออกของยีน βGBP เปรียบเทียบกับยนี β-actin โดยใชเทคนิค RT- PCR ของ 

 กุงกุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1,  
 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน ตามลําดับ  
 (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 
 

2.8  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Antimicrobial Peptide 
(AMP) 
 

เมื่อกอนเริ่มการทดลอง สามารถสังเกตเหน็การแสดงออกของยีน AMP วามีการ
แสดงออกที่คอนขางหนาแนน อยางไรกต็ามภายหลังการไดรับอาหารทดลองแลวเปนเวลา 1 วัน กุง
ทุก ๆ ตัวในทกุ ๆ กลุมมีการแสดงออกของยีน AMP ลดลงจนแทบไมสามารถสังเกตเห็นการ
แสดงออกได ยกเวนกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และใน
วันที่ 3 กุงทุกกลุมเริ่มมีอัตราการแสดงออกเพิ่มขึ้นแตมรีะดับที่ไมแตกตางกัน อยางไรก็ตามในวันที่ 
7 กุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมมีการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้น
และแตกตางกนักับกุงในกลุมอื่น ๆ อยางชัดเจน รองลงมาคือกุงในกลุมที่ไดรับไดรับเบตา-กลูแคน
ในอาหารในอตัรา 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ขณะทีก่ลุมควบคุมและกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกที่เบาบางใกลเคียงกันและในวนัที่ 10 กุง
ท้ังสองกลุมนี้มีแนวโนมของการแสดงออกเพิ่มสูงขึ้นซึ่งแตกตางกับกุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารในอัตรา 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่มีแนวโนมลดลง จนการแสดงออกไมแตกตางกัน
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ในทุก ๆ กลุม และมีแนวโนมลดลงอีกทุกกลุมในวนัที่ 14 ยกเวนกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
อาหารในอัตรา 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่ยังมีการแสดงออกมากกวากุงในกลุมอื่น ๆ (ภาพที่ 12) 

 

 
 
ภาพที่ 12  การแสดงออกของยีน AMP เปรียบเทียบกับยนี β-actin โดยใชเทคนิค RT-PCR ของกุง 
    กุลาดําที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร และไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน อัตรา 1, 3  

   และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน ตามลําดับ  
   (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.9  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Crustin 

 
ผลการศึกษาการแสดงออกของยีน Crustin พบวาที่กอนการใหอาหารทดลองระดับ

การแสดงออกของยีนชนิดนีม้ีระดับปานกลางและมีระดบัแตกตางกันไมมากนัก แตเมื่อใหอาหาร
ทดลองแลวเปนเวลา 1 วัน กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัมและกลุมควบคุม มีการเปลี่ยนแปลงลดลงในระดบัที่เบาบางจนแทบไมสามารถสังเกตเห็น
ได ซ่ึงตรงกันขามกับกุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม ที่สวนใหญกุงมกีารแสดงออกที่เพิ่มสูงขึ้น อยางไรก็ตาม ในวนัที่ 3 และ 7 ระดับการ
แสดงออกของยีน Crustin มีแนวโนมเพิ่มสูงขึ้นในทุก ๆ กลุม แตก็มีระดับการแสดงออกลดลงจนมี
ระดับเทากนัและคงที่เทากันในทุก ๆ กลุมในวนัที่ 10 และ 14 ตามลําดับ (ภาพที่ 13) 
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ภาพที่ 13  การแสดงออกของยีน Crustin เปรียบเทียบกับยนี β-actin โดยใชเทคนิค RT- PCR 

ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับ เบตา-กลูแคนในอาหารและไดรับเบตา-กรูแคนในอาหารใน 
อัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน  
ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.10  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Penaeidin 

 
การศึกษาผลของการแสดงออกของยีน Panaeidin ที่กอนการใหอาหารทดลองพบวา 

ในสภาวะทีย่ังไมมีการกระตุนกุงทุกกลุมมีระดับการแสดงออกในระดับที่คอนขางสูง แตเมื่อไดรับ
อาหารทดลองเปนเวลา 1 วัน กุงทุกกลุมกลบัมีการแสดงออกที่ลดลงอยางมากโดยเฉพาะกุงในกลุม
ควบคุมที่ไมสามารถสังเกตเห็นการแสดงออกไดเลย ขณะทีกุ่งที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารทุก
กลุมยังมีการแสดงออกที่พอที่จะสามารถสังเกตเหน็ได โดยพบวาระดบัการแสดงออกจะสูงขึ้นตาม
ระดับเบตา-กลูแคนในอาหารที่เพิ่มขึ้น อยางไรก็ตามเปนที่นาสังเกตวาตั้งแตวนัที่ 3 ของการไดรับ
อาหารทดลอง กุงทุกกลุมมีแนวโนมในการแสดงออกของยีน Panaeidin เพิ่มสูงขึ้นอยางหนาแนน
ตามลําดับ จนถึงวันที่ 14 ของการไดรับอาหารทดลอง แตในวนัดังกลาว กุงในกลุมควบคุมมีระดับ
การแสดงออกลดลงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารทุกกลุม  
(ภาพที่ 14) 
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ภาพที่ 14  การแสดงออกของยีน Penaeidin เปรียบเทียบกบัยีน β-actin โดยใชเทคนิค RT- PCR  

ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับ เบตา-กลูแคนในอาหารและไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
อัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน 
ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
2.11  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน Prophenoloxidase 

 
ผลของการศึกษาเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีน ProPO ในกุง

กุลาดาํพบวา เมื่อกอนการใหอาหารทดลองพบวากุงบางตัวของในแตละกลุมมีการแสดงออกใน
ระดับที่สามารถพอสังเกตได อยางไรก็ตามภายหลังการไดรับอาหารทดลองแลวเปนเวลา 1 วัน 
พบวากุงในกลุมควบคุมและกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ไมสามารถ
สังเกตเห็นการแสดงออกของยีน ProPO เลย ซ่ึงตรงกันขามกับ กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
ระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่มกีารแสดงออกแตกตางกับสองกลุมแรกอยางชัดเจน และ
ความแตกตางดังกลาวยังสามารถพบไดในวันที่ 3 ของการไดรับอาหารทดลอง แตกุงในกลุม
ควบคุมและกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีระดับการ
แสดงออกของยีน ProPO เพิม่สูงขึ้น แตยังนอยกวากุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในระดับ 3 และ 
5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม อยางเห็นไดชัด อยางไรก็ตามในวันที่ 7 กุงทกุกลุมมีการแสดงออกของยนี 
ProPO เพิ่มขึ้น โดยมีระดับการแสดงออกใกลเคียงกัน แตก็เปนที่นาสังเกตวาในวันที่ 10 ของการ
ไดรับอาหารทดลอง กุงทุกกลุมมีการแสดงออกที่ลดลงโดยเฉพาะกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนใน
ระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกนอยกวากลุมอื่นอยางชัดเจน แตอยางไรก็
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ตามในวันที่ 14 ของการไดรับอาหารทดลอง กุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารรวมทัง้กุงบางตัวใน
กลุมควบคุมกก็ลับมีการแสดงออกของยีน ProPO สูงขึ้นมาอีกครั้ง แตก็มีระดับการแสดงออกนอย
กวากุงทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนทุกกลุม (ภาพที่ 15) 
 

 
 
ภาพที่ 15  การแสดงออกของยีน ProPO เปรียบเทียบกับยนี β-actin โดยใชเทคนิค RT-PCR  

ของกุงกุลาดําที่ไมไดรับ เบตา-กลูแคนในอาหารและไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
อัตรา 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่กอนการทดลอง, 1, 3, 7, 10 และ 14 วัน 
ตามลําดับ (M คือ DNA มาตรฐาน 100 bp) 

 
3.  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานโรคเรืองแสงที่มีสาเหตุมาจากเชื้อแบคทีเรีย V. 
harveyi 
 

การศึกษาผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานเชื้อแบคทีเรีย V. harveyi 
ซ่ึงเปนสาเหตขุองโรคเรืองแสงในกุงกุลาดาํ V. harveyi พบวาภายหลังการไดรับเชื้อ V. harveyi เปน
เวลา 2 วัน กุงทุกกลุมเริ่มแสดงอัตราการตายออกมาใหเห็น โดยกุงที่ปวยจะแสดงอาการนอนนิ่งที่
บริเวณกนตูกระจกหรือวายน้ําอยางเชื่องชาและไมกนิอาหาร โดยเฉพาะกุงในกลุมควบคุมและกุง
ในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 และ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการตาย
สะสมที่ใกลเคยีงกันซึ่งแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) โดยมีคาเปน 33.3+14.9%, 
27.8+8.6% และ 33.3+0.0% ตามลําดับ ซ่ึงมีคาสูงกวากุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
ระดับ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ซ่ึงมีอัตราการตายสะสม 11.1+8.6% อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ 
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(P<0.05) และภายหลังการฉีดเชื้อเปนวันที ่2 - 5 อัตราการตายสะสมของกุงในกลุมควบคุมและกุง
ในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 และ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีแนวโนมของ
การตายที่คอย ๆ เพิ่มสูงขึ้นคลาย ๆ กัน โดยในวันที่ 5 กุงทั้งสามกลุมนี้มีอัตราการตายสะสมที่
ใกลเคียงกันและไมแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดยมคีาเปน 50.0+14.9%, 50.0+0.0% และ 
50.0+0.0% ตามลําดับ ซ่ึงมีคาสูงกวากุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดบั 5 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม ซ่ึงยังมีอัตราการตายสะสมคงที่นับจากวันที่ 2 ของการไดรับเชื้อ คือยังมีคาคงที่ 
11.1+8.6% อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
 อยางไรก็ตามในชวงวันที่ 5 - 9 ของการไดรับเชื้อ V. harveyi อัตราการตายสะสมของกุงที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในระดบั 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เริ่มมีระดับที่สูงขึ้นจาก 11.1+8.6% ในวนัที่ 
5 เปน 27.8+8.6% เชนเดยีวกบักุงในกลุมควบคุมและกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
ระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ซ่ึงมีอัตราการตายเพิ่มสงูขึ้นเปน 72.2+17.2% และ 61.1+8.6% 
ตามลําดับ ขณะที่กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ยังคง
มีอัตราการตายสะสมที่ไมเปลี่ยนแปลงที่ 50.0+0.0% 
 
 ในชวงระหวางวันที่ 9 - 12 ของการฉีดเชือ้แบคทีเรียอัตราการตายของกุงในแตละกลุมมี
คาที่คอนขางคงที่ และเมื่อส้ินสุดการทดลองในวนัที่ 12 กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร
ในอัตรา 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตราการตายสะสมเปน 55.6+8.6% และ 33.0+0.0% ซ่ึง
แตกตางกันกบักุงในกลุมควบคุมและกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมีอัตราการตายสะสมเปน 72.2+17.2% 
และ 61.1+8.6% ตามลําดับ (ภาพที่ 16) 
 
 เพื่อเปนการยนืยันและแสดงผลของการฉีดเชื้อดวยแบคทีเรีย V. harveyi กุงที่แสดงอาการ
ของโรคหรือใกลตายไดถูกนาํมาแยกเชื้อจากสวนตับและตับออน โดยใชเข็มเขี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยง
เชื้อ TCBS พบวาจานอาหารเลี้ยงเชื้อ TCBS ของกุงทุกตัวที่แสดงอาการและนํามาแยกเชื้อ มีโคโลนี
สีเขียวเกิดขึ้นเปนจํานวนมาก และเมื่อนําจานอาหารไปสงัเกตในที่มืดพบวาโคโลนีสีเขียวเหลานั้นมี
การเรืองแสงออกมาอยางชัดเจน 
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ภาพที่ 16  อัตราการตายสะสมของกุงกุลาดําที่ไดรับ เบตา-กลูแคนในอาหารในระดบัตาง ๆ กัน  

   ภายหลังจากการฉีดดวยเชือ้ V. harveyi ในระยะเวลา 12 วัน 
 
4.  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานโรคจดุขาวที่มีสาเหตุมาจากเชื้อไวรัส WSSV 

 
4.1  การทดสอบเพื่อหาระดบัความเขมขนของไวรัสที่เหมาะสมในการฉีดเขาตัวกุงเพือ่ 

ทดสอบความคุมโรค 
 

ผลของการทดลองเพื่อหาระดับความเขมขนของไวรัสที่เตรียมไดที่ระดบัความเจือจาง
ตาง ๆ พบวา ภายหลังการฉีดเชื้อ WSSV กุงในกลุมที่ไดรับเชื้อที่ความเจือจางที่ 10-2 และ 10-4 จะเริ่ม
แสดงการตายออกมาใหเห็นในวนัที่ 1 ขณะที่กุงในกลุมที่ไดรับการฉีดเชื้อในระดับความเจือจางที่ 
10-6 และ 10-8 จะเริ่มแสดงการตายใหเห็นในวันที่ 3 ของการทดลอง และในชวงวนัที่ 3-6 ของการ
ฉีดเชื้อ อัตราการตายของกุงที่ไดรับเชื้อที่ระดับความเจือจางที่ 10-2 และ 10-4 มีอัตราการตายสูงขึ้น
อยางรวดเรว็มาก โดยเฉพาะที่ระดับความเจือจางที่ 10-2 จะมีอัตราการตายสะสมสูงสุด 100% ใน
วันที่ 6 ภายหลังการไดรับเชือ้ไวรัส สวนกุงในกลุมที่ไดรับเชื้อไวรัสที่ระดับความเจือจางที่ 10-4 มี
อัตราการตายสะสมสูงสุดที่ 95% ในวันที่ 9 ภายหลังการฉีดเชื้อ สวนกุงในกลุมที่ไดรับเชื้อที่ระดับ
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ความเจือจาง 10-6 จะมีอัตราการตายสูงขึ้นอยางชา ๆ และเพิ่มสูงขึ้นอยางรวดเร็วในระหวางวันที่ 5-
10 และจะมีอัตราการตายสะสมสูงสุดที่ 95% ในวันที่ 15 ภายหลังการฉีดเชื้อ ขณะทีกุ่งในกลุมที่
ไดรับเชื้อไวรัสในระดับความเจือจางที่ 10-8 จะมีอัตราการตายสะสมเพิม่สูงขึ้นอยางชา ๆ และจะมี
อัตราการตายสูงสุดที่ 70% ภายหลังการไดรับการฉีดเชือ้เปนเวลา 15 วัน (ภาพที่ 17)  สวนกุงใน
กลุมควบคุมทีไ่มไดรับการฉดีเชื้อไวรัสจะมีอัตราการตายสูงสุดที่ 10% เทานั้น 

 

 
 
ภาพที่ 17  อัตราการตายของกุงกุลาดําปรกติภายหลังการฉีดดวยเชื้อ WSSV ที่ความเขมขนตาง ๆ  

   เปนเวลา 20 วัน 
 
4.2  ผลของการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานโรคไวรัสดวงขาวของกุง

กุลาดํา 
 

จากการทดลองในขอ 4.1 พบวาระดับความเขมขนของไวรัสที่เตรียมไดที่ระดับ 10-6 
เปนระดับทีเ่หมาะสมที่จะใชในการทดลองเพื่อทดสอบความตานทานหรือทดสอบความคุมโรค
ของกุงทดลองที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร เนื่องจากเปนระดับความเขมขนที่ทําใหกุงทดลองมี
อัตราการตายสะสมใกลเคียง 100% คือ ประมาณ 95% โดยไมทําใหกุงทดลองตายอยางเฉียบพลัน
จนเกนิไปเหมอืนกับระดับความเขมขนที่ 10-2 และ 10-4 ที่มีอัตราการตายที่สูงภายในระยะเวลาอัน
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ส้ันเพียง 3 - 4 วันเทานั้น ขณะที่ความเขมขนที่ 10-8 นั้น จะมีผลทําใหกุงเริ่มตายเกนิ 50% ตองใช
เวลานานถึง 12 วัน และกุงมอัีตราการตายสะสมสูงสุดเพียง 70% เทานั้น 

 
เมื่อนําไวรัสทีร่ะดับความเขมขน 10-6 มาใชในการทดสอบความคุมโรคในกุงทดลองพบวา

กุงทดลองในทุก ๆ กลุมจะมีอัตราการตายสะสมสูงขึ้นอยางรวดเรว็ในระหวางวนัที่ 3 - 5 ภายหลัง
การฉีดไวรัส โดยในวนัที่ 3 กุงทดลองจะมีอัตราการตายสะสมเปน 30.0+8.94%, 56.67+20.66%, 
46.67+10.33% และ 50.0+8.94% ตามลําดับ อยางไรก็ตามในวนัที่ 5 ภายหลังการฉีดไวรัส กุงทุก
กลุมมีอัตราการตายสูงขึ้นอยางรวดเร็วเขาใกล 100% โดยมีอัตราการตายสะสมเปน 96.67+5.16%, 
90.0+8.94%, 86.67+5.16%, 93.33+10.33% ตามลําดับ และในวันที่ 7 - 8 พบวากุงในกลุมควบคุม
และกุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม มีอัตราการตายสะสม
เปน 100% ขณะทีกุ่งกลุมทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
มีอัตราการตายสะสมเปน 90+0.0 และ 96.67+5.16% ตามลําดับ และในวันที่ 9 จนถงึวันที่ 14 
ภายหลังการฉีดไวรัส พบวากุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดบั 3 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม เทานัน้ที่ยังมีกุงบางตัวที่ยังมีชีวิตอยู โดยมีอัตราการสะสมเปน 93.33+5.16% ขณะที่กุงใน
กลุมอื่น ๆ จะไมมีกุงเหลือรอดเลย โดยจะมีอัตราการตายสะสมครบ 100% ตั้งแตในวันที่ 7 - 9 เปน
ตนไป (ภาพที่ 18) 

 
อยางไรก็ตามภายหลังการนาํ DNA ที่สกัดไดจากกุงที่รอดตายจํานวนสองตัวและกุงทีต่าย

ในทุก ๆ กลุม ระหวางการทดลอง มาทดสอบการติดเชื้อยังพบวากุงที่เหลือรอด 2 ตัว ในกลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัมดังกลาว ยังแสดงผลเปนบวก 
ภายหลังการตรวจสอบเพื่อยนืยันผลดวยเทคนิค PCR ซ่ึงใช Specific primers ตอ DNA ของเชื้อ
ไวรัส WSSV ตามวิธีของ Lo et al. (1996) ในการตรวจสอบ ซ่ึงจะให PCR product ขนาดประมาณ 
941 bp ออกมาเชนเดยีวกับกุงจากกลุมอื่น ๆ ที่ตายระหวางการทดลอง (ภาพที่ 19)        
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ภาพที่ 18  อัตราการตายของกุงกุลาดําที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับตาง ๆ กัน ภายหลัง 

   การฉีดดวยเชื้อ WSSV ที่ความเขมขน 10-6 ของ Viral stock เปนเวลา 14 วัน 
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ภาพที่ 19  ผลการตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสดวยเทคนิค PCR โดยใชตวัอยาง DNA ตนแบบจาก  

DNA ซ่ึงสกัดจากกุงทดลอง โดยที ่M คือ 100 bp DNA มาตรฐาน, C+ คือ DNA ของ 
WSSV (ชุดควบคุมผลบวก), C- คือ น้ํากลั่น (ชุดควบคุมผลลบ), N1 - N2 คือ DNA ของ
กุงปรกติ, S11 - S13 คือ DNA ของกุงตายที่สุมจากกุงทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
ระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม, S31 - S33 คือ DNA ของกุงตายที่สุมจากกุงที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม, S51 - S52 คือ คือ DNA 
ของกุงตายที่สุมจากกุงทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม 
และ SV31 - SV32 คือ DNA ของกุงจาก กุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ที่รอดตาย     
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วิจารณ 
 
1.  การศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับระบบภมิูคุมกันในอวยัวะตาง ๆ ของกุงกุลาดํา 
 
 ในการศึกษาครั้งนี้ไดเลือกอวัยวะทีใ่ชในการศึกษาคือ หวัใจ ตับและตบัออน เหงือก เนื้อเยื่อใต
เปลือก ลําไสสวนหนา ลําไสสวนกลาง ลําไสสวนทาย เม็ดเลือด และกลามเนื้อ โดยในแตละอวยัวะ
ศึกษาการแสดงออกของยีน 11 ชนิด ดังนี้ AMP, βGBP, Crustin, HSP70, Lysozyme, Peroxinectin, 
Penaeidin, ProPO, SPI, TGase และ β-actin ซ่ึงจากการศึกษาครั้งนี้พบวา เม็ดเลือดจะพบการแสดงออก
ของยีนทุกชนดิยกเวนยีน HSP70 ที่ไมพบการแสดงออก 
 

เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนแตละชนิดที่พบในอวัยวะตาง ๆ ชนิดแรกคือ β-actin 
พบวามีการแสดงออกในทกุอวัยวะที่ศกึษา แสดงใหเห็นวาอวยัวะที่ใชในการศึกษาครั้งนี้
ประกอบดวยเซลลที่ไมผิดปรกติ โดยจะเหน็วามีการแสดงออกที่ความหนาแนนใกลเคียงกันทกุ
อวัยวะ  

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน AMP พบวามีการแสดงออกมากในสวนของเหงือก และ

เม็ดเลือด นอกจากนีย้ังพบวามีการแสดงออกมาบางในสวนของ หัวใจ ตบัและตับออน และลําไส
สวนทาย สอดคลองกับการศึกษาของ Bachere et al. (2004) ไดศึกษาโดยพิจารณาจากโครงสราง 
หนาที่ การแสดงออกของยีน และการแพรกระจายในเนือ้เยื่อเพื่อตอบสนองตอเชื้อ ในการ
ตรวจสอบในกุง พบวาการแสดงออกของ AMPs ขึ้นอยูกับชนิด และการสรางของเม็ดเลือดซึ่งมี
หนาที่หลักในการตอบสนองทางภูมิคุมกนั 
 

 การศึกษาการแสดงออกของยีน βGBP พบวามีการแสดงออกพบวามกีารแสดงออกของ
ยีนหนาแนนในเม็ดเลือด และสามารถพบการแสดงออกระดับเบาบางในสวนของ หัวใจ เหงือก 
และ ลําไสสวนทายดวย เชนเดียวกับ Romo-Figueroa et al. (2004) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน
ในกุงขาวพบวา βGBP-HDL ของกุงขาวคลายกับ βGBP ของ Crayfish โดย βGBP-HDL มีการ
แสดงออกในตับและตับออน กลามเนื้อ ระยางควายน้ํา และเหงือก แตพบมากในเม็ดเลือด เมื่อ
ตรวจสอบดวยวิธี RT-PCR  

 



 

62

การศึกษาการแสดงออกของยีน Crustin พบวามีระดับการแสดงออกมากในสวนของ หัวใจ 
เหงือก และเมด็เลือด นอกจากนี้ยังพบวามกีารแสดงออกระดับเบาบางในสวนของตับและตับออน
เนื้อเยื่อใตเปลอืก ลําไสสวนกลาง และลําไสสวนทาย ซ่ึงตางจาก Rattanachai et al. (2004) ที่ได
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน Crustin-like peptide ในกุง Marsupenaeus japonicus ดวยวิธี RT-
PCR ในอวัยวะตาง ๆ ไดแก  หัวใจ เม็ดเลือด ตับและตับออน เหงือก ลําไสสวนหนา ลําไส
สวนกลาง กลามเนื้อ เนื้อเยื่อใตเปลือก และรังไข พบวา Crustin ของกุงมีการแสดงออกในสวนเม็ด
เลือดเทานั้น นอกจากนีย้ังพบวา ระดับการแสดงออกของยีน Crustin เพิ่มขึ้นอยางมีนยัสําคัญ ที่ 1, 3 
และ 7 วนั หลังใหอาหารที่ผสมเปปติโดกลัยแคนเมื่อตรวจสอบโดยวิธี Quantitative Real-time PCR  
แต Zhang et al. (2007) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน Crustin ในกุง F. chinensis ดวยวิธี RT-PCR 
พบวามีการแสดงออกมากในเม็ดเลือด และเหงือก และมีการแสดงออกนอยในสวนของ หัวใจ รังไข 
และลําไส แตไมพบการแสดงออกในสวนของ ตับและตับออน และกลามเนื้อ 

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน HSP70 พบวาไมมีการแสดงออกในทกุอวัยวะท่ีศึกษา ซ่ึง

หนาที่ของ HSP70 นั้นจะทําหนาที่สําคัญคือ ซอมแซมโปรตีนที่มีโครงสรางผิดเพี้ยนหรือไม
สามารถพับตัวไดและไมสามารถทํางานได อันเปนผลมาจากการเกดิความเครียด ใหกลับไปมีสภาพ
ที่สามารถทํางานไดเชนเดิม นอกจากนี้ยังทําหนาที่ในการตัดทําลายโปรตีนที่เสียสภาพแลวสงออก
หรือเก็บไวในเซลลเพื่อนํากลับเอาไปใชใหม (Kregel, 2002) นอกจากนี้ยังมีการศกึษาของ Song et 
al. (2006) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน HSP70 ในเม็ดเลือดของหอยเชลล Argopecten irradians 
ตอการตานทานแบคทีเรียและ Naphthalin stress ดวยวิธี Semi-quantitive RT-PCR จากการศึกษา
พบวา Argopecten irradians HSP70 (AIHSP70) เปนสมาชิกในกลุมของครอบครัว HSP70 และเมือ่
ทดสอบการตานทานแบคทีเรีย V. anguillarum และ Naphthalin stress พบวามีการแสดงออกของ
ยีนสูงสุดที่เวลา 8-16 ช่ัวโมง แสดงใหเห็นวา  AIHSP70 มบีทบาทเกี่ยวกบัการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันและความเครียด 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีน Lysozyme พบวามีการแสดงออกมากในเกือบทุกอวัยวะที่
ศึกษาไดแก หวัใจ ตับและตบัออน เหงือก เนื้อเยื่อใตเปลอืก ลําไสสวนกลาง ลําไสสวนทาย และเม็ด
เลือด โดยเฉพาะในสวนของเหงือก และเมด็เลือด มีการแสดงออกหนาแนนมาก ยกเวนในสวนของ
ลําไสสวนหนา และกลามเนือ้ ที่ไมพบการแสดงออก สอดคลองกับการศกึษาของ Burge et al. 
(2007) ศึกษาปริมาณการแสดงออกของยนี Lysozyme ความสําคัญของ Antibacterial protein ที่ผลิต
จากเม็ดเลือด และเนื้อเยื่อของ L. vannamei โดยศึกษาหาปริมาณ Lysozyme โดยวิธี Real-time PCR 
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รวมกับหา THC ศึกษาการแสดงออกโดยวธีิ in situ hybridizationในเมด็เลือด และเนือ้เยื่อ ทดสอบ
ความตานทานดวยเชื้อ V. campbellii พบวาเม็ดเลือดมีการเพิ่มจํานวนบริเวณที่มกีารฉีดเชื้อเพื่อ
ตอบสนองทางภูมิคุมกัน ภายหลังจาก 4 ช่ัวโมง Lysozyme มีปริมาณเพิ่มขึ้นในเม็ดเลือดและเนื้อเยื่อ 
และกลับมาสูระดับปรกตยิกเวนกลามเนือ้บริเวณที่ถูกฉีดเชื้อ 

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน Peroxinectin พบวามีการแสดงออกของยีนมากในสวนของ 

เหงือก ลําไสสวนทาย และเมด็เลือด และมกีารแสดงออกในระดบัเบาบางในสวนของหัวใจ ลําไส
สวนหนา และลําไสสวนกลาง โดยไมพบวามีการแสดงออกในสวนของตับและตับออน เนื้อเยื่อใต
เปลือก และ กลามเนื้อ สามารถพบไดในเซลลเม็ดเลือดชนิด Semi-granular และ Granular cells 
และจะมีการหลั่งออกมาภายนอกเซลลเมื่อไดรับการกระตุนจาก ProPO จากการศึกษาของ 
Jiravanichpaisal et al. (2007) ไดศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันเชน ProPO, 
Peroxinectin, Crustin, Penaeidin, TGase, Haemocyanin และ Astakine ในระยะ larval ของกุง
กุลาดําเชน Nauplius 4, Protozoea 1 และ 3 , mysis 3, post-larvae 3 และเม็ดเลือดของกุงระยะ 
Juveniles ดวยวิธี  Semi-quantitative RT-PCR แสดงใหเห็นวา เริ่มมีการแสดงออกในระยะ 
Nauplius 4 แตในระดบัที่ตางกัน  พบ ProPO ต่ํามากที่ระยะ Nauplius 4 ขณะที่ Peroxinectin, 
Crustin, Penaeidin, TGase, Haemocyanin และ Astakine มีการแสดงออกในทกุระยะ Larval สวน 
Peroxinectin พบมีการแสดงออกนอยในเม็ดเลือด จึงสนันิฐานวา Peroxinectin มีการแสดงออกใน
เซลลอ่ืน ๆ มากกวาเม็ดเลือด การศึกษานีแ้สดงใหเห็นวา Immune-competent ของเมด็เลือดยังไม
สมบูรณในระยะ Larval  

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน Penaeidin พบวามีการแสดงออกหนาแนนมากในสวนของ

เหงือก และเมด็เลือด นอกจากนี้ยังมกีารแสดงออกมากในสวนของหวัใจ ตับและตับออน เนื้อเยื่อใต
เปลือก และลําไสสวนทาย และยังพบวามีการแสดงออกในระดับเบาบางในสวนของลาํไส
สวนกลาง และกลามเนื้อ โดยไมพบการแสดงออกของยนีนี้ในสวนของลําไสสวนหนา สอดคลอง
กับการศึกษาของ Kang et al. (2004) ไดศึกษาการแสดงออกของยีนในกลุม Penaeidin ในกุง F. 
chinensis ดวยวิธี  RT-PCR และ in situ hybridization พบวา Penaeidin มีการแพรกระจายในเมด็
เลือด (Granular haemocytes), หัวใจ เหงือก ลําไส และเนื้อเยื่อใตเปลือก โดยจะพบการแสดงออก
ในปริมาณมากในเมด็เลือดเปนหลัก นอกจากนี้ Kang et al. (2007) ไดศึกษาการแสดงออกของของ
ยีน Penaeidin ในกุง F. chinensis ดวยวิธี Semi-quantitative RT-PCR พบวามีการแสดงออกมากใน
เม็ดเลือด เหงอืก และลําไส และมีการแสดงออกนอยในสวนของ หวัใจ และรังไข แตไมพบการ
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แสดงออกในสวนของตับและตับออน กระเพาะ และอวยัวะเพศผู และจากการศึกษาของ Hu et al. 
(2006) ศึกษาการแสดงออกของยีน Penaeidin-5 ในกุงกุลาดํา โดยวิธี RT-PCR พบวามกีาร
แสดงออกในเม็ดเลือด เหงือก ลําไส และ กลามเนื้อ ตรวจยืนยันผลดวยการวเิคราะห Western blot 
พบวามีการแสดงออกในปรมิาณมากที่เมด็เลือด ลําไส และน้ําเลือด จากการทํา 
Immunohistochemistry แสดงใหเห็นวา Penaeidin-5 ในสวนของเปลือก และเหงือก เปนดานแรก
ในการปองกนัสิ่งแปลกปลอม และในการทดสอบการตานทานเชื้อ V. alginolyticus และ 
Aerococcus viridans ที่ 3 ช่ัวโมงภายหลังจากไดรับเชื้อ Penaeidin-5 มีปริมาณเพิ่มขึ้นและจํานวน
แบคทีเรียลดลงอยางมีนัยสําคัญที่ 12 และ 24 ช่ัวโมง ขณะที่ Chiou et al. (2007) ไดศึกษาครอบครัว 
penaeidin จากกุงกุลาดํา P. monodon พบวามีความคลายคลึงกับ F. chinensis (73%), 
Farfantepenaeus paulensis (66%), L. schmitti (53–67%), L. stylirostris (50–67%), L. setiferus 
(50–62%), L. vannamei (44–66%), and M. japonicus (33%) ตามลําดับ และจากการวิเคราะห 
Phylogenetic tree พบวา Penaeidin ของกุงกุลาดําแตกตางจาก Penaeidin 1, Penaeidin 2, Penaeidin 
3 และ Penaeidin 4 ของกุงชนิดอื่น ๆ นอกจากนี้ penaeidin mRNA สามารถพบไดในเนื้อเยื่อชนิด
ตาง ๆ รวมถึงรังไข และ mandibular organ และยังพบ penaeidin mRNA ในเซลลระยะ Postlarva 
สูงกวา Nauplius I (9 ช่ัวโมงหลังจากฟกเปนตัว) และสูงกวาระหวางระยะลอกคราบ แสดงวาระบบ
ภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจงมีการพัฒนาที่ระยะลอกคราบนี้    

 
การศึกษาการแสดงออกของยีน ProPO พบวามีการแสดงออกของยีนในระดับเบาบางใน

สวนของเม็ดเลือดเทานั้น โดยไมพบการแสดงออกของยนีนี้ในอวยัวะอื่น ๆ อยางเชนการศึกษาของ 
Perazzolo and Barracco (1997) พบวามากกวา 90% สามารถพบ ProPO ในเม็ดเลือด ซ่ึงแตกตาง
จาก Wang et al. (2006) ไดศึกษาการแพรกระจายของยนี ProPO ในกุงขาวดวยวิธี Northern blot 
แสดงใหเห็นวา ProPO สรางมาจากเม็ดเลือดเปนหลัก และเมื่อตรวจสอบดวย เทคนิค RT-PCR 
พบวายนี ProPO มีการแพรกระจายในเมด็เลือด เหงือก หัวใจ, Lymphoid organ, กระเพาะอาหาร 
ลําไส, Anterior midgut caecum และ Ganglion และแสดงออกนอยในสวนของ ตับและตับออน 
กลามเนื้อ และ Cuticular epidermis  และจากการตรวจสอบโดยเทคนิค in situ hybridization ยัง
แสดงใหเห็นวา เหงือก หัวใจ กลามเนื้อ, Haematopoietic tissue, ตับและตับออน เปนสวนที่
สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน ProPO ไดเชนกนั เชนเดยีวกับ F และ E cell ของตับและตบั
ออน ตางจากที่ Buda and Thomas (2005) ศึกษาใน Blue crab (Callinectes sapidus) พบวา ppA มี
การแสดงออกในระดบัต่ําในเม็ดเลือดชวงที่มีการลอกคราบ แตไมพบในตับและตับออน ขณะที่ Ko 
et al. (2007) ศึกษาการแสดงออกของยีน ProPO ใน Mud crab (S. serrata) พบวา ProPO มีการ
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แสดงออกมากในเม็ดเลือด แตไมพบใน หัวใจ เหงือก กานตา กลามเนื้อ รังไข ตับและตับออน 
กระเพาะ และ ลําไส นอกจากนี้ ProPO เพิม่สูงขึ้นภายหลังจากการฉีดไลโปโพลีแซคคาไรดเปน
เวลา 12 และ 24 ช่ัวโมง และกลับสูปรกติภายในเวลา 72 ช่ัวโมง 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีน SPI พบวามีการแสดงออกระดับเบาบางมากในสวนของ
เม็ดเลือดเทานัน้ โดยไมพบวามีการแสดงออกในอวัยวะอ่ืน ๆ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ 
Kanost (1999) ไดศึกษา SPI ในระบบภูมิคุมกันของสัตวในกลุม Arthropod พบวามกีารแสดงออก
ในเม็ดเลือดชนิด Granulocyte ซ่ึงหนาที่ของมันเกี่ยวกับการปกปองโฮสตจากเชื้อโรคหรือพาราไซต 
เชนเดยีวกับใน horseshoe crabs จะสังเคราะหในเม็ดเลือด (Liang and Soderhall, 1995) ชนิด 
granule และจะหลั่งออกมาเพื่อตอบสนองตอการติดเชื้อ ควบคุมการสราง proteinases ใน 
hemolymph coagulation cascade (Iwanaga et al., 1998) ศึกษาของ Rattanachai et al. (2005) ศึกษา
การแสดงออกของยีน SP homologue ในกุง kuruma shrimp (M. japonicus) ที่ใชเปปติโดกลัยแคน
ผสมอาหารกระตุนภูมิคุมกัน พบวามีการแสดงออกในเมด็เลือดเพิ่มขึ้นภายในเวลา 3 วันหลังจาก
ไดรับเปปติโดกลัยแคนผสมอาหาร 0.2 mg/kg ตอน้ําหนกัตัวตอวันรวมทั้งการศึกษาของ Jimenez-
Vega et al. (2005) พบวา SP  มีการแสดงออกในเมด็เลือด แตไมพบในกลามเนื้อ hypodermis, 
หัวใจ, tail stalk, pleopods, ตับและตับออน นอกจากนี้จากการศึกษาของ Vaseeharan et al. (2006) 
ซ่ึงไดศึกษา SP ในเม็ดเลือดของ Mud crab (Scylla serrata) ดวยวิธี RT-PCR พบวามีลําดับเบส
คลายคลึงกับ Spiny lobster (Panulirus argus), Horseshoe crab (Tachypleus tridentatus) และ 
Crayfish (Pacifastaus leniusculus) 55%, 51% และ 50% ตามลําดับ ซ่ึง SP มีการแสดงออกมากใน
เม็ดเลือด และแสดงออกนอยในสวนของหัวใจ, กานตา และ Antennules แตมีปริมาณลดลงเมื่ออยู
ในสภาพ pH 9.5 แตก็พบวาจะมีปริมาณเพิม่มากขึ้นหลังจากฉีด Zymosan เปนเวลา 24 ช่ัวโมง และ
การศึกษาของ Lin et al. (2006) ที่ศึกษาการแสดงออกของยีน SP homologs  ในกุงกุลาดําโดยวิธี 
RT-PCR พบวามีการแสดงออกมากในเนื้อเยื่อ และมากทีสุ่ดในเม็ดเลือด นอกจากนี้สามารถ
แสดงออกเพิ่มขึ้นภายหลังจากแชดวย เบตา-กลูแคนเปนเวลา 12 วัน 
 

การศึกษาการแสดงออกของยีน TGase พบวามีการแสดงออกมากในสวนของเหงือก และ
เม็ดเลือด นอกจากนีย้ังพบวามีการแสดงออกระดับเบาบางในสวนของหัวใจ เนื้อเยื่อใตเปลือก 
ลําไสสวนกลาง และลําไสสวนทาย สอดคลองกับการศึกษาของ Liu et al. (2007) ไดศึกษาการ
แสดงออกของยีน TGase ดวยวิธี RT-PCR ในอวยัวะตาง ๆ ของกุง F. chinensis พบวามีการแสดง
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ออกมาที่ เม็ดเลือด และ Lymphoid organ นอกจากนี้ยังมีการแสดงออกมาบางในสวนของตับและ
ตับออน หัวใจ ลําไส แตไมพบการแสดงออกในสวนของกลามเนื้อ  

 
จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาเม็ดเลือดเปนอวยัวะทีสํ่าคัญในการตอบสนองตอส่ิง

แปลกปลอมซึ่งพบวามีการแสดงออกของยนีที่เกีย่วของกบัระบบภูมิคุมกันในสวนของเม็ดเลือด
มากที่สุด นอกจากนีย้ังสามารถพบการแสดงออกไดในอวัยวะสวนอื่น ๆ ไดแกเหงือก ตับและตับ
ออน หัวใจ และลําไสสวนทาย ซ่ึงอาจเพราะเปนอวัยวะทีม่ีการหมุนเวียนของเลือดจึงพบการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในระดับที่หนาแนนเชนกัน 

 
2.  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันของกุง
กุลาดํา 
 

2.1  Heat Shock Protein 70 
 

ยีนในกลุม HSPs จัดเปนยนีที่มีความสําคัญอยางมากในกระบวนการการเกิด
ความเครียด ซ่ึงพบทั้งในพืชและสัตว พบครั้งแรกโดย Ritossa (1962) ในเซลลของแมลงหวี่ (Fruit 
fly, Drosophila metanogaster) โดยเขาไดสังเกตวาเมื่อใหความรอนแกสัตวทดลองชนิดนี้ จะมีการ
สรางโปรตีนหลาย ๆ ขนาดออกมาตอบสนองตอการกระตุนทุกครั้ง จงึไดใหช่ือวา HSP อยางไรก็
ตาม จากการศกึษาในภายหลงัของนักวิทยาศาสตรหลาย ๆ กลุม ไดพบวาไมใชเฉพาะความรอน
เทานั้นที่สามารถกระตุนทําใหเกิดการสราง HSP หากทําการกระตุนใหสัตวทดลองรับสภาพที่ทําให
สัตวเกิดความเครียด เชน การติดเชื้อ การอดอาหาร สภาพที่มโีลหะหนกั สารพิษตาง ๆ การไดรับ
อากาศไมเพยีงพอ การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิใหเยน็กวาปรกตหิรือรอนกวาปรกต ิรวมทั้งการ
เปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมอยางเฉียบพลัน ก็สามารถโนมนําทําใหเกดิการสรางโปรตีนในกลุมนี้
ออกมาไดเชนเดียวกัน ทําใหนักวิทยาศาสตรหลาย ๆ กลุมเรียกโปรตีนในกลุมนี้วา “Stress protein” 
จากการศึกษาอยางตอเนื่องยงัพบโปรตีนกลุมนี้ในเซลลของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดทั้งใน Prokaryotes 
และ Eukaryotes ตั้งแตแบคทีเรีย พืช จนถงึมนุษย โดยสามารถจําแนกและเรียกชื่อกลุมตามขนาด
น้ําหนกัโมเลกลุ เชน กลุมของ HSP60, 70, 90 และ 110 กิโลดาลตัน (kDa) และกลุม Low-
molecular weight HSP family (10, 20 และ 40 Kd) โดยยนีในกลุมนี้มีหนาที่สําคัญคือ ซอมแซม
โปรตีนที่มีโครงสรางผิดเพี้ยนหรือไมสามารถพับตัวไดและไมสามารถทํางานได อันเปนผลมาจาก
การเกิดความเครียด ใหกลับไปมีสภาพที่สามารถทํางานไดเชนเดิม นอกจากนี้ยังทําหนาที่ในการตัด
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ทําลายโปรตีนที่เสียสภาพแลวสงออกหรือเก็บไวในเซลลเพื่อนํากลับเอาไปใชใหม (Kregel, 2002) 
และยังทําหนาที่ในระบบภูมคิุมกันของรางกาย คือ ชวยในการสงชิ้นสวนของ Antigen ของเชื้อโรค
และสิ่งแปลกปลอมที่สรางภายในเซลลสงออกไปใหกบั  Antigen presenting cells เชน 
Macrophage จดจําโครงสรางดังกลาวโดยผานทางโปรตีน CD91 และยังทําหนาที่สงสัญญาณเตือน
ภัยออกไปนอกเซลลเพื่อใหระบบภูมิคุมกนัเขาไปทําลายเซลลที่มีการติดเชื้อหรือถูกบุกรุกดวยเชื้อ
โรคชนิดตาง ๆ (Binder et al., 2000; Prohaszka, 2003) 

 
 Robert (2003) ไดรายงานวา HSPs ยังจัดเปน Intracellular proteins ที่จะมีการสังเคราะห
ออกมาอยางรวดเรว็เมื่อมีการรบกวนจากสิ่งแวดลอม เชน อุณหภูมิ สภาพการขาดกลูโคส สภาวะที่
มีการติดเชื้อ และเนื้อเยื่อที่มเีซลลมะเร็งกําลังเจริญเติบโต และยังไดสรุปวา  HSP ยังทําหนาที่สําคัญ
ในกระบวนการของเปปไทดหลาย ๆ ชนิดภายในเซลล และยังทําหนาทีใ่นการลําเลียงแอนติเจน 
โดยขบวนการ Endocytosis หรือทํางานรวมกับ MHC class I ของ Antigen Presenting Cell 
นอกจากนี้ยังมบีทบาทสําคัญในขบวนการกระตุน Inflammatory cytokines, Chemokines และยัง
เปน Co-stimulentory molecule โดยผานทางขบวนการ NFκb signaling pathway และยังพบวา HSP 
จะถูกหล่ังออกมาภายนอกเซลล โดยจะถูกควบคุมโดยโปรตีนบางตัวที่อยูบนผิวเซลลบางชนิด ใน
สภาพที่เซลลหรือเนื้อเยื่อเกดิ Neucrotic cell death ซ่ึงอาจใชเปนสัญญาณบงบอกใหทราบถึงสภาพ
ของเซลลหรือเนื้อเยื่อที่อยูภายใตสภาวะอันตรายตาง ๆ 
 

ในการทดลองครั้งนี้ไดเลือกใช  HSP70 เปนตัวแทนของการศึกษาการสราง Stress protein 
ซ่ึงโดยทั่วไปแลวอาจกลาวไดวา HSP70 เปนโปรตีนที่ทําหนาที่สําคัญมากที่สุดชนิดหนึ่งเมื่อ
เปรียบเทียบกบั HSP อ่ืน ซ่ึงจากการศึกษาในครั้งนี้พบวา นับตั้งแตเริ่มตนจนสิ้นสุดการทดลอง กุง
ทดลองในทุก ๆ กลุมมีการสราง HSP ออกมานอยมาก โดยพบวามีการแสดงออกมาในบางชวงเวลา
เทานั้น แสดงใหเห็นวาตลอดระยะ เวลาของการทดลอง ไมไดมีสภาพแวดลอมหรือตวักระตุนใด
เกิดขึ้นจนมีผลใหกุงทดลองเกิดความเครียดแลวทําใหกุงในทุกกลุมมีการเกิดสภาวะความเครียดขึน้ 
และยังแสดงใหเห็นวา กุงทดลองที่ไดรับเบตา-กลูแคน ตั้งแตระดับ 1 กรัม ไปจนถึง ความเขมขนใน
อัตรา 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ติดตอกันเปนเวลา 14 วัน ไมไดทําใหกุงทดลองเกิดความเครียดใน
ระดับวกิฤตขึ้นหรือมีการแสดงออกของยนี HSP70 เพิ่มมากขึ้นแตอยางใด ซ่ึงสอดคลองกับรายงาน
ของ Lo et al. (2004)  ที่ไดรายงานวา HSP70 ในเม็ดเลือดของกุงกุลาดาํนั้นจะมีการแสดงออกที่เบา
บางมาก เมื่อกุงอยูในสภาพที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต แตจะมีการแสดงออกมาอยางรวดเร็วใน
ปริมาณมาก ๆ เมื่อกุงอยูในสภาพที่ไดรับความรอนหรือไดรับตัวกอความเครียดอื่น ๆ  
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 Yamuna et al. (2000) ไดรายงานการศึกษาผลของโลหะหนักตอลูกกุงกามกรามวยัออนที่
สัมผัสกับ Hg และ Cu เปนเวลา 1, 8, 12, 16, 24, 30, 36, 42 และ 48 ช่ัวโมง โดยใช HSP70 เปน
ตัวช้ีวดัในสวนของเหงือก ตับและตับออน พบวาปริมาณของ HSP70 ในเหงือก ตับและตับออน 
เมื่อใช Anti-HSP70 ตรวจสอบ จะมีปริมาณเพิ่มสูงขึ้นในชวง 1 ถึง 16 ช่ัวโมง และ 1 ถึง 24 ช่ัวโมง
ภายหลังการสัมผัสกับ Hg และ Cu ตามลําดับ แตภายหลังจาก 48 ช่ัวโมงภายหลังการสัมผัสแลวจะ
ไมสามารถตรวจพบปริมาณ HSP70 ได  
 
 Liu et al. (2004) ไดศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณของ HSP70  ในกุงกามกรามโดยวธีิ 
Northern blotting และ Semi-quantitative RT-PCR แสดงใหเห็นวา HSP70  จะมีการแสดงออกมา
ในปริมาณมากภายใตอุณหภูมิที่ 35 องศาเซลเซียส ในเนือ้เยื่อทุกชนดิ ขณะที ่HSP70 cognate 
(HSC70) นั้นมีการแสดงออกในทกุเนื้อเยือ่ยกเวนกลามเนื้อ สวนการตอบสนองตอความรอนที่
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส พบวามีการเปลี่ยนแปลงในกลามเนื้อเทานั้น  
 
 Cellura et al. (2006) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน HSP70 ในกลามเนือ้และเซลลเม็ด
เลือดของหอยแมลงภู Mytilus galloprovincialis ภายหลังกระตุนดวยการใชความรอนในระดบัที่ไม
รุนแรง และแบคทีเรียที่ทําใหตายแลว รวมถึงการใชตัวกอความเครียดอื่น ๆ โดยใชวิธี Quantitative 
RT-PCR และใช House keeping gene คือ 28S rRNA เปนยีนเปรยีบเทยีบการแสดงออกของยีน  
HSP70  พบวาในเม็ดเลือดของหอยที่ถูกกระตุนดวยการแชที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 90 นาที 
แลวนํากลับมาแชที่ 20 องศาเซลเซียส ในน้าํเค็ม, การฉีดดวย Heat-killed Gram-negative bacteria 
V. splendidus LGP32, การฉดีดวย Heat-killed Gram-negative bacteria V. anguillarum, และการฉีด
ดวย Heat-killed Gram-positive bacteria Micrococcus lysodeikticus พบวาสัดสวนของการ
แสดงออกของ HSP70  และยีน 28S rRNA มีคาสูงขึ้นอยางเห็นไดชัดประมาณ 5.2 เทา ที่ 6 ช่ัวโมง
ภายหลังการทาํ Heat shock และสูงสุดที่ 15 ช่ัวโมง และยังมีการแสดงออกอยางตอเนื่องจนถึง
ช่ัวโมงที่ 24 ซ่ึงใหผลคลายกบัฉีดดวย V. anguillarum ที่การแสดงออกของยีน HSP70  เริ่มเพิ่มมาก
ขึ้นที่ช่ัวโมงที่ 12 และเพิ่มขึน้สูงสดุที่ 48 ช่ัวโมง และกลับสูปรกติที่ 72 ช่ัวโมง ตรงขามกับที่ฉีดดวย
เชื้อ V. splendidus หรือ M. lysodeikticus ที่ไมสามารถโนมนําใหเกิดการแสดงออกของยีน HSP70  
ไดภายในสามวันแรกของการไดรับเชื้อ  
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2.2  Serine Proteinase Inhibitor  
 

ในการศึกษาครั้งนี้พบวายีน SPI มีการแสดงออกมามากในกุงกลุมที่ไดรับเบตา-กลู
แคนในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยเฉพาะอยางยิ่งในวนัที่ 1 และ 3 ภายหลังจากการ
ไดรับอาหารทดลอง อยางไรก็ตาม ณ ชวงเวลาอื่น ๆ นั้น กลับไมพบความแตกตางของการ
แสดงออกของยีนชนดินี้ในกุงทุกกลุมในวนัอื่น ๆ ของการตรวจสอบ โดยพบวามีการขึ้นลงใน
ปริมาณที่ใกลเคียงกัน SPI จัดเปนโปรตีนชนิดหนึ่งในกลุม serpin ที่พบไดทั้งในพืชและสัตว 
(Potempa et al., 1994) โดยในสัตวนั้นจะสามารถพบไดในน้ําเลือดและสามารถจัดเปนกลุมไดกวา 
10 Families ใหญ โดยในแมลงและ Arthropods นั้น จะถกูจัดเปน 4 กลุมคือ Kazal type, Kunitz 
type, α-macroglobulin และ Serpin โดยสวนใหญจะทําหนาที่สําคัญในการปกปองตัวสัตวจากเชือ้
โรคหรือพาราไซต โดยทําหนาที่ในกลไกสําคัญ ๆ ของรางกาย โดยเฉพาะการควบคุมและจํากัดการ
ทํางานของเอนไซมในจุลชีพ เชน การตานทานตอ Microbial proteinases ของจุลชีพ ควบคุมการ
ทํางานของ Endogenous proteinase เกี่ยวของกับกระบวนการ Haemolymph coagulation, PO 
activation, ควบคุมการทํางานของ SP ชนดิอื่น ๆ ในน้ําเลือด ทําหนาทีใ่นการเปน Proteolytic 
activation ของ Cytokines เปนตน (Kanost, 1999) สอดคลองกับการศึกษาของ Zhu et al. (2006) ที่
ศึกษาการแสดงออกของยีน SPI ใน bay scallops (Argopecten irradians) ดวยวิธี RT-PCR ภายหลัง
จากการฉีดเชือ้ Vibrio anguillarum พบวามีการแสดงออกในน้ําเลือดมากขึ้นสูงสุดที่ 6 และ 8 
ช่ัวโมง ภายหลังจากการฉีดเชื้อ แสดงใหเห็นวา SPI มีบทบาทสําคัญในการตอบสนองทางภูมิคุมกนั 
นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาของ Lanz et al. (1993) ที่ศึกษา ProPO system ใน crayfish (Procambarus 
clarki) พบวา SP สามารถกระตุนระบบ ProPO system ได 
 
 Jarasrassamee et al. (2005) ไดทําการศึกษา Kazal-Type SPIs ในกุงกุลาดํา พบวา 
Recombinant SPIs ที่ผลิตไดสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม SP ไดหลายชนิดและมีระดับการ
ยับยั้งแตกตางกันออกไป โดยพบวาสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม Trypsin, Chymotrypsin 
และ Subtilisin ไดถึง 89%, 70% และ 8% ตามลําดับ แตกไ็มสามารถยับยั้งการทํางานของเอนไซม 
Elastase ได และเมื่อวิเคราะหดวยวิธี Northern blot พบวา SPI มีขนาด 1.6 และ 1.7 Kb ไมพบการ
แสดงออกในเนื้อเยื่อเมื่อตรวจดวย RT-PCR แสดงใหเหน็วา SPI ชนิดนี้ มีความเจาะจงในการ
แสดงออกเฉพาะในเม็ดเลือดของกุงกุลาดําเทานั้น ซ่ึงใหผลคลายกับการรายงานของ Somprasong et 
al., (2006) ซ่ึงไดรายงานผลการศึกษา Kazal-type SPIs ชนิดหนึ่งในเมด็เลือดของกุงกุลาดํา พบวา 
Recombinant protein (rSPIPm2) ชนิดดังกลาวสามารถยับยั้ง การทํางานของเอนไซม Sbtilisin และ 
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Elastase ไดเปนอยางดี สวน Trypsin นั้นสามารถยับยั้งไดบาง ขณะที่ Chymotrypsin นั้น เปน
เอนไซมที่ SPI ชนิดนี้ไมสามารถยับยั้งการทํางานได  
  

2.3  Peroxinectin 
 

ยีน Peroxinectin ถูกคนพบครั้งแรกใน Freshwater crayfish โดยทัว่ไปแลว เปน
โปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบ ProPO ในกลุมของสัตว Invertebrates จะถกูสังเคราะหขึน้และเก็บไว
อยูภายใน Granule ของเซลลเม็ดเลือดชนิด Granulocytes และ Semi-granulocytes ในรปู Inactive 
จะถูกหล่ังออกมาเพื่อตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมเมื่อไดรับการกระตุนดวยองคประกอบของจุล
ชีพ ซ่ึงหนาทีข่องยีนชนิดนี้ จัดไดวาเปนยนีที่มีหนาทีห่ลากหลาย (Multifunction protein) เชน ทํา
หนาที่สําคัญเปน Cell adhesion เกี่ยวกับขบวนการเกิด Degranulation, การกระตุนใหเกิดขบวนการ 
Encapsulation, Opsonin และ PO activity โดยเฉพาะในการกระตุนระบบ ProPO เมื่อมีเชื้อโรคหรือ
ส่ิงแปลกปลอมเขามาในรางกาย เซลลเม็ดเลือดจะทําหนาที่จดจําเชื้อโรคหรือส่ิงแปลกปลอม
ดังกลาวแบบไมจําเพาะเจาะจง และเปลี่ยนรูปจาก Non-adhesive cell เปน Adhesive cell เพื่อจับกับ
ส่ิงแปลกปลอม ดังนั้น Peroxinectin จึงมีสวนสําคัญในการตอบสนองจับกับสิ่งแปลกปลอมของ
ขบวนการ Encapsulation (Johansson et al.,1995) 
 
 Holmblad and Soderhall (1999) ไดทําการศึกษาโปรตีนชนิดหนึ่งในน้าํเลือดของ Crayfish 
ซ่ึงอาจมีบทบาทเกี่ยวของกบัการทําหนาที่ Cell adhesion ซ่ึงเปนจุดเริ่มตนการเขาสูขบวนการ 
Phagocytosis และ Encapsulation และไดตัง้ชื่อโปรตีนนั้นวา Peroxinectin ซ่ึงสามารถพบไดใน
เซลลเม็ดเลือดชนิด Semi-granular และ Granular cells และจะมกีารหลัง่ออกมาภายนอกเซลลเมื่อ
ไดรับการกระตุนจาก ProPO ซ่ึง Peroxinectin สามารถจับกับโปรตีน SOD ขนาด 90 kDa ที่อยูบน
ผิวเซลลของเซลลเม็ดเลือด Crayfish และทั่วไปแลวจะทําหนาที่เปนตัวรับการเกดิ Cell adhesion 
ภายหลังจากการหลั่งออกมาเมื่อถูกกระตุน Peroxinectin อาจเกิด Opsonize กับสิ่งแปลกปลอมที่ถูก
จดจําโดย Integrins ที่ผิวเซลลของเม็ดเลือด 
 
 Sritunyalucksana et al. (2001) ไดศึกษาการกระตุน ProPO activating system ในกุงกลุาดํา 
โดยการทดลอง Cell adhesion assay และไดแสดงใหเหน็วา Granular cells จํานวนมาก (60%) 
สามารถเกาะตดิกับผิว Cover slips กับ Haemocyte lysate supernatant ของกุงได ขณะที่มีจํานวน
นอย สามารถเกาะติดกับผิว Cover slips กับ Bovine serum albumin จากการศึกษาลําดบัเบสของ
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โปรตีนชนิดนีข้องกุงพบวาคลายกับ Peroxinectin ของ Crayfish คลายกับ Peroxidases และ Putative 
peroxidases จากสัตวมีกระดกูสันหลังและไมมีกระดกูสนัหลังอื่น ๆ ซ่ึง Peroxinectin ของกุงมีความ
คลายคลึงกับ Peroxinectin-related protein และ Peroxidasin ของ Drosophila โดยมีโครงสราง 
Extracellular matrix protein ที่ใชในการจบักับ Active peroxidase domain เชนเดยีวกับโครงสราง
ของ Immunoglobulin domains และยังสามารถพบ Leucine rich repeats และ Procollagen-like 
motif ไดอีกดวย เมื่อทําการศึกษาโดยวิธี Northern blot analysis โดยใช Non-peroxidase region ใน 
Peroxinectin เปน Probe แสดงใหเห็นวา Peroxinectin สามารถแสดงออกในเมด็เลือดกุงและลด
ระดับการแสดงออกลงอยางมีนัยสําคัญในกุงที่ฉีดดวยเบตา-กลูแคนที่สกัดไดจาก laminarin ภายใน 
1-12 ช่ัวโมงภายหลังการฉีด 
 
 Liu et al. (2004) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน Peroxinectin ในกุงขาว (L. vannamei) 
พบวา การแสดงออกของยีน Peroxinectin จะลดลงเมื่อกุงอยูที่อุณหภูมสูิง 34 องศาเซลเซียส เมื่อ
เปรียบเทียบกบักุงที่อยูที่ 18 องศาเซลเซียส และกลุมควบคุมที่อยูในน้ําอุณหภูมิ 26 องศาเซลเซียส 
แตพบวาการแสดงออกของยนี Peroxinectin ไมมีการเปลี่ยนแปลงเมื่อฉดี Zymosan ภายหลังจาก 24 
ช่ัวโมง 
 
 Liu et al. (2005) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน Peroxinectin ในกุงขาว โดยศกึษาดวยวิธี 
in situ hybridization ทําใหพบวา Peroxinectin จะสังเคราะหจาก Granular cells และ Semi-granular 
cells แตไมพบใน Hyaline cells โดย Peroxinectin จะเพิ่มมากขึ้นอยางมนีัยสําคัญ ขณะที่เม็ดเลือด
ลดลงอยางมีนยัสําคัญ หลังจากการฉีดเชื้อดวย V. alginolyticus เปนเวลา 6, 12 และ 24 ช่ัวโมง และ
เพิ่มขึ้นอยางชา ๆ เมื่อเปรียบเทียบกับการฉีดดวยน้ําเกลือ จากการศึกษาการแสดงออกดวยวิธี RT-
PCR assay แสดงใหเห็นวา Peroxinectin พบในสัตวหลายชนิดใน Decapod crustaceans รวมทั้ง L. 
vannamei, Freshwater prawn, Common caridina, Stone crab และ Mud crab จึงไดขอสรุปวา
โปรตีนนี้ควรมีบทบาทสําคัญในระบบภูมคิุมกันของสัตวในกลุม Crustacean ในการตานทานตอ
เชื้อโรค 
 

Hsu et al. (2006) ไดทําการศึกษาผลของการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Lactococcus garvieae ที่มี
ชีวิต  ตอการแสดงออกของยนี Peroxinectin ในกุงกามกรามดวยวิธี Quantitative Real-time PCR 
พบวาภายหลังการฉีดดวยเชือ้ดังกลาว ปริมาณการแสดงออกของ Peroxinectin จะลดลงในชั่วโมงที ่
3, 6 และ 12 ภายหลังการไดรับเชื้อ สวนการฉีดดวยน้ําเกลือและเชื้อแบคทีเรีย L. garvieae ที่ทําให
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ตายแลวจะทําใหยนี Peroxinectin มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นที่ 6 ช่ัวโมงภายหลังการฉีด ขณะที่การ
ตรวจสอบการแสดงออกดวยวิธี RT-PCR ยงัพบวา Peroxinectin เปนยีนที่มีการแสดงออกในเซลล
เม็ดเลือดของกุงเทานั้น 

 
2.4  Transglutaminase  
 

ใน Crustacean เอนไซม TGase เปนเอนไซมที่มีความสําคัญและเกีย่วของกับ
ขบวนการแข็งตัวของเลือดเพื่อปองกันการสูญเสียเลือดออกจากรางกายและปองกันไมใหเชื้อโรค
จากภายนอกเขาสูรางกายในกรณีของการเกิดบาดแผล โดยจะเกดิขึ้นเมื่อ TGase ถูกหล่ังออกมาจาก
เม็ดเลือดหรือเนื้อเยื่อ โดย Ca2+-dependent TGase จะกระตุนใหเกิด Polymerization กบั Clotable 
protein ใน plasma เกิดเปนเจลแข็งตัวในทีสุ่ด Iwanaga et al. (1998) ไดรายงานวา การแสดงออก
ของ TGase  นั้น สามารถกระตุนดวยองคประกอบของผนังเซลลของจุลชีพ ทั้ง ไลโปโพลีแซคคา
ไรด และเบตา-กลูแคน อยางไรก็ตามในการทดลองครั้งนี้ จะสามารถพบการแสดงออกของ TGase 
ที่สูงกวาในกลุมของกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในวันที่ 1 และ 14 เทานั้น   
 
 Yeh et al. (1998) ไดศึกษากลไกการแข็งตวัของเลือดในกุงกุลาดาํ โดยแยก Clottable 
protein จากน้ําเลือดโดย Sequential DEAE anion-exchange chromatography ซ่ึงโปรตีนนี้จะเกดิ
การแข็งตัวเมือ่มี Ca2+ และ TGase ที่ปลอยออกมาจากเม็ดเลือด ซ่ึงสามารถทนความรอนไดถึง 66 
องศาเซลเซียส จากการศึกษาในครั้งนี้ยังพบวา Clottable protein มีขนาด 380 kDa โดยการแยกดวย 
SDS-PAGE และ MALDI-TOF mass spectrometry ซ่ึงพบวามีโครงสรางของอะมิโนแอซิดและ
ขนาดของโปรตีนคลายกับทีพ่บในกุงชนิดอื่น ๆ ทั้ง Prawns, Lobster และ Crayfish ดวย 
 
 Wang et al. (2001) ไดศึกษากลไกการแข็งตัวของเลือด ใน Crayfish พบวา ในเม็ดเลอืดทั้ง
ชนิด Semi-granular และ Granular รวมถึงเนื้อเยื่อของกลามเนื้อมีกิจกรรมที่เกิดการแข็งตัวของ
เลือดอันเนื่องมาจากการทํางานของ เอนไซม TGase แตกจิกรรมดังกลาวกลับไมพบใน ตับและตับ
ออน และ Plasma และเมื่อเปรียบเทียบโครงสรางของนิวคลีโอไทดพบวา TGase ของ Crayfish มี
ความคลายคลึงกันมากกับสัตวไมมีกระดกูสันหลังและสตัวเล้ียงลูกดวยนม 
  
 Huang et al. (2004) ไดศึกษากิจกรรมของ TGase ในกุงกลุาดําพบวามีความคลายกับใน 
Crayfish สัตวมีกระดกูสันหลัง และไมมีกระดูกสันหลังชนิดอื่น ๆ และสามารถตรวจพบไดในทกุ



 

73

อวัยวะ นอกจากนี้ยังพบวามกีารแสดงออกมาในปริมาณสูงในเนื้อเยื่อสวน Hematopoietic tissue 
อีกดวย 
 
 Chen et al. (2005) ไดคนพบยีน TGase ชนิดใหมในกุงกุลาดํา โดยใหช่ือวา 
Transglutaminase II (STG II) จากการวเิคราะหดวยวิธี RT-PCR พบวายีนชนดินี้มีการแสดงออกใน
เม็ดเลือด แตไมแสดงออกในตับและตับออน ซ่ึงตรงขามกับ STG I ซ่ึงหนาที่ของ STG II นั้นพบวา
ทําหนาที่ในการกระตุนให Clottable Protein เชื่อมตอกนัเปนสายยาวเมื่อสังเกตภายใตกลอง 
Transmission electron microscopy (TEM) ซ่ึงจากการศึกษาในครั้งนี้ทําใหไดขอสรุปวา STG II มี
คุณสมบัติเหมอืน TGase ของเม็ดเลือด ที่ทาํหนาที่เกีย่วกบัการแข็งตัวของเลือด นอกจากนี้ Yeh et 
al. (2006) ไดทําการศึกษากจิกรรมของเอนไซม TGase 2 ชนิดตอการแข็งตัวของเลอืดในกุงกุลาดาํ
พบวา ทั้ง STG I และ STG II มีคุณสมบัติในการทําใหเลือดของกุงแขง็ตัวไดอยางชดัเจนเมื่อทําการ
ทดสอบในหลอดทดลอง 
 

2.5  Lysozyme 
 

Lysozyme จัดเปน AMP ชนิดหนึ่ง ที่สามารถพบไดทั้งใน Eukaryotes และ 
Prokaryotes สามารถกระตุนใหเกิดขบวนการ Hydrolysis ของผนังเซลลของแบคทีเรียได และ
จัดเปน Humoral immunity ทําหนาที่ตานทานการบุกรุกของแบคทีเรียแบบไมเจาะจง ซ่ึงโดยทั่วไป
แลวสามารถจําแนกไดเปน 6 ชนิด ไดแก C-type, G-type, Plant Lysozyme, Phage lysozyme, I-
type, Bacteria-lysozyme (Hikima et al., 2003)  

 
ในการศึกษาครั้งนี้พบวาที่เริม่ตนการทดลองกุงในทกุกลุมมีการแสดงออกของยีน 

Lysozyme ในเม็ดเลือดในปริมาณที่สูงแสดงใหเห็นถึงความสําคัญในการปกปองรางกายของกุงใน
ระบบภูมิคุมกนั อยางไรก็ตามภายหลังจากการไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารแลวเปนเวลา 3 และ 10 
วัน เปนชวงทีส่ามารถเห็นความแตกตางในการแสดงออกเดนชดัที่สุด โดยเฉพาะในกลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารจะมีการแสดงออกของยีน Lysozyme แตกตางกับกลุมที่ไมได
รับเบตา-กลูแคนอยางเหน็ไดชัด ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Paulsen et al. (2001) ที่ไดทดลอง
ใชเบตา-กลูแคนในอาหารตอการสราง Lysozyme ของปลา Atlantic salmon (Salmo salar L.) และ
พบวาปริมาณของ Lysozyme ในปลากลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนจะเพิ่มสูงขึ้นในวนัที่ 3 เพิ่มสูงกวา
กลุมควบคุมประมาณ 6 เทาในวันที่ 6 ของการไดรับเบตา-กลูแคน 
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 Noga et al. (1996) รายงานผลการศึกษาสารในน้ําเลือดของ Callinectes sapiduspossesses 
ซ่ึงสามารถทําใหเกิด Bactericidal activity มีความสามารถในการยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบ A. 
hydrophila, V. parahemolyticus, V. alginolyticus และ V. vulnificus รวมถึงแบคทีเรียหลายสาย
พันธุของ E. coli ดวย ซ่ึงกิจกรรมที่เกิดขึ้นนั้นนาจะมีผลมาจากการทํางานของ Lysozyme 
 
 Sotelo-Mundo et al. (2003)  ไดศึกษากิจกรรมของ Lysozyme ในกุงขาว (L. vannamei) 
โดยตรวจสอบกิจกรรมของ Lysozyme ในเม็ดเลือดกุงดวยวิธี Lytic-zone assay ตอเชื้อ 
Micrococcus luteus พบวา Lysozyme จากกุงสามารถยับยั้งเชื้อแบคทีเรยีชนิดดังกลาวไดอยางมี
ประสิทธิภาพ และยังสามารถแสดงใหเห็นวา Lysozyme ในกุงขาวเปนชนิด C-type ยิ่งไปกวานั้น
ลําดับเบสของ Lysozyme ยังประกอบดวย Extra residues ที่ C-terminus ซ่ึงเปนลักษณะจําเพาะของ 
Marine invertebrates อีกดวย 
 
 Hikima et al. (2003) ไดทําการศึกษากิจกรรมของ Lysozyme จากเม็ดเลือดกุง M. 
japonicus ซ่ึงเปน C-type พบวา Lysozyme จากเม็ดเลือดกุง M. japonicus มีความเหมือนของลําดับ 
Amino acid คลายกับ Pacific white shrimp ถึง 79.7% และคลายกับในแมลงและสัตวมีกระดกูสัน
หลังชนิดอื่น ๆ ประมาณ 33.3 - 43.0% จากการวิเคราะห Phylogenetic พบวา Lysozyme ของกุง M. 
japonicus มีความใกลชิดกับ Vertebrate C-type lysozymes และยังพบวาในกุง Kuruma shrimp ยีน 
Lysozyme ยังแสดงหนาทีเ่ปน Lytic activities ตานทานเชือ้ Vibrio หลายชนิดที่เปนสาเหตุของโรค
ในกุงและโรคปลารวมทั้ง  V. penaeicida และยังชี้ใหเหน็ชัดเจนวา Lysozyme ของกุงมีผลตอการ
ตานทานเชื้อโรคหลายชนิดอีกดวย 
 
 Enrique et al. (2006) ไดศึกษาผลของ Lysozyme ตอการทําลายเชื้อโรค โดยวดั
กระบวนการ Antibacterial activity โดยวธีิ Turbidimetric assay กับแบคทีเรียที่มีชีวติ ในกุงขาว (L. 
vannamei) พบวา Lysozyme ในกุงขาว สามารถตานทานตอแบคทีเรียแกรมลบสามชนิด คือ V. 
alginolyticus, V. parahemolyticus และ V. cholerae ซ่ึงนอกจากนีย้ังพบวา Antibacterial activity 
ของ Lysozyme ยังสามารถตานทานตอแบคทีเรียแกรมบวกชนดิ M. luteus ไดดเีชนกนั 
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2.6  β-Glucan Binding Protein  
 

โปรตีนชนิดนีจ้ัดเปน PRPs ชนิดหนึ่ง สามารถจับกับโครงสรางที่เปน เบตา-กลูแคน
ซ่ึงเปนองคประกอบหลักของยีสตและเชื้อรา และยังทําหนาที่เกีย่วของกับระบบ ProPO โดยเกาะอยู
ที่ผิวเซลลเม็ดเลือดและจะทําใหเกิดการกระตุนกระบวนการ Degranulation และ ProPO activating 
system ซ่ึงเปนระบบที่มีความสามารถสูงในการตานจุลชีพ รวมถึงกระบวนการเกิด Melanization, 
Phagocytosis, Encapsulation และ Nodule formation นอกจากนีย้ังมีความสามารถในการเปน 
Opsonins ในกระบวนการ Phagocytosis และจัดเปนโปรตีน ที่มนี้ําหนกัประมาณ 100 kDa  
 
 Vargas-Albores et al. (1997) ไดศึกษายนี βGBP ในน้ําเลือดกุง L. vannamei และ P. 
stylirostris มีขนาด100 kDa คลายกับ βGBP ในกลุมของครัสเตเชียนชนิดอื่น ซ่ึงเมื่อตรวจสอบดวย 
Antisera พบวาโปรตีนชนิดนี้มีความคลายคลึงกับ βGBP ของ P. californiensis และ Pacifastacus 
leniusculus และยังไดขอสรุปที่สําคัญวายนีนี้สามารถพบไดในสัตวกลุมครัสเตเชียนทั้งที่อาศัยใน
น้ําเค็มและน้ําจดือีกดวย  (Vargas-Albores and Yepiz-Plascencia, 2000) ไดรายงานวาสัตวใน
กลุมครัสเตเชียนมีกลไกจดจําตอส่ิงแปลกปลอมพวกแบคทีเรียและเชื้อรา เชน ไลโปโพลีแซคคา
ไรด และเบตา-กลูแคน โดยองคประกอบของจุลชีพสามารถกระตุนการปองกันตัวโดยเซลลโดยตรง
เชน Phagocytosis, Melanization, Encapsulation และ Coagulation โปรตีนที่จําเพาะเจาะจงในน้ํา
เลือดจะถูกกระตุนเพิ่มมากขึน้ โดย βGBP ทําปฏิกิริยาโดยตรงกับเบตา-กลูแคน เกิดเปน Glucan-
βGBP complex เปนผลทําใหเกิดกระบวนการ Degranulation และกระตุน ProPO ตามมา  
 
 นอกจากนี้จากการศึกษาของ Lee and Soderhall (2001) ไดศึกษา PRP ชนิดหนึ่งในเมด็
เลือดของ Freshwater crayfish ช่ือวา Masquerade-like protein พบวามคีวามสามารถจับกับ ไลโป
โพลีแซคคาไรด กลูแคน แบคทีเรียแกรมลบ และยีสต นอกจากนี ้E. coli ที่เคลือบดวย  
Masquerade-like protein สามารถกําจัดไปจากตัว crayfish อยางรวดเรว็ ดังนั้นโปรตีนนี้จึงทําหนาที่
เปน Opsonin ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการตอบสนองทางภมูิคุมกันแบบไมจําเพาะเจาะจง 
 

ในการทดลองครั้งนี้พบวาเมือ่เริ่มการทดลอง βGBP เปนยีนที่มกีารแสดงออกนอยมาก แต
ก็เปนที่นาสังเกตวาภายหลังใหอาหารทดลองเปนเวลา 1 วัน กุงทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในระดบั 1 
และ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีการแสดงออกของยีน βGBP อยางชัดเจน สวนในวันที่ 14 ของการ
ทดลอง ถึงแมวาจะสามารถเห็นการแสดงออกของยีน βGBP ของกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคน
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แตกตางกับกลุมควบคุม แตการแสดงออกกไ็มไดหนาแนน โดยจะสังเกตเห็นไดเฉพาะแถบบาง ๆ 
เทานั้น  ซ่ึง Sritunyalucksana et al. (2002) ไดทําการศึกษา βGBP จากกุงกุลาดํา ดวยวิธี Northern 
blot analysis แสดงใหเห็นวายีนชนดินี้มีการแสดงออกในเม็ดเลือดเปนหลัก และยังพบวาภายหลัง
การฉีดกุงดวย Curdlan หรือ Heat-killed bacterial cell ของ V. harveyi พบวาไมมีนยัสําคัญในการ
แสดงออกของยีน βGBP  ภายใน 12 ช่ัวโมงหลังการฉีด และเมื่อบม Hemocyte Lysate Supernatant 
(HLS) ของกุงดวย Curdlan หรือ Zymosan สามารถแยกโปรตีนขนาด 31 kDa ดวยวิธี 
Immunoblotting ซ่ึงโปรตีนนี้สามารถตรวจพบโดย Affinity-purified anti-crayfish LGBP antibody 
ในทางตรงขามและเมื่อบม HLS ของกุงดวยไลโปโพลีแซคคาไรดไมสามารถตรวจพบดวย SDS-
PAGE หรือ Immunoblotting แสดงใหเหน็วาสารเหลานี้จะมกีารจับอยางจําเพาะกับเบตา-กลูแคน 
อยางไรก็ตาม Roux et al. (2002) ไดรายงานผลการศึกษา PRPs ในกุง P. stylirostris ที่ติดเชื้อ White 
spot virus โดยใชวิธี Real-time Quantitative RT-PCR แสดงใหเห็นวายีน βGBP มีการแสดงออก
เพิ่มมากขึ้นในชวงแรก ๆ ของการติดเชื้อและเพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ ตามระยะเวลาที่กุงตดิเชื้อ ขณะที่ยนี 
ProPO มีการแสดงออกมามากในชวงแรกของการติดเชื้อเทานั้น  ซ่ึงเมื่อระยะเวลานานขึ้น การ
แสดงออกของยีน ProPO ยิ่งลดลงมากเทานั้น การศึกษาครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวา PRPs เปนยีนที่
เกี่ยวของและทําหนาที่สําคัญอยางยิ่งในกระบวนการติดเชื้อไวรัส WSSV เชนเดยีวกนักับรายงาน
ของ Su et al. (2004) ที่พบวา βGBP ใน หอยเชลล Chlamys farreri  จะมีการแสดงออกมามากใน
ชวงแรกเมื่อทําการฉีดสัตวทดลองดวยเชื้อ V. anguillarum แสดงใหเหน็วา βGBP ในหอยเชลล จะ
มีการตอบสนองตอการติดเชื้อโรคในระยะเฉียบพลันในชวงแรกของการติดเชื้อ สอดคลองกับ
การศึกษาของ Cheng et al. (2005) ที่ไดทําการศึกษาการแสดงออกของยีน LGBP จากเม็ดเลือด และ
ตับและตับออน ของกุงขาว ดวยวิธี Quantitative Real-time RT-PCR แสดงใหเห็นวา LGBP จาก
เม็ดเลือดกุง L. vannamei เพิ่มขึ้นอยางมีนยัสําคัญทางสถิติในชั่วโมงที ่3 และ 6 หลังจากการฉีดดวย
เชื้อแบคทีเรีย V. alginolyticus   
  

2.7  Prophenoloxidase  
 

ยีนชนดินี้จดัเปนยีนที่มีความสําคัญอยางมากในการตอบสนองทางภูมคิุมกันของสัตว
ในกลุมไมมกีระดูกสันหลังทั้งแมลง กุง และปู เนื่องจากเปนกลไกที่สัตวในกลุมนี้ใชในการปองกนั
ตัวเองจากเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอม โดยเปนผลใหเกดิสารผลิตภัณฑสุดทายเปน Melanin หรือ
เรียกกระบวนการนี้วา Melanization นั่นเอง กระบวนการนี้รูจักกันดีวาเปนปฏิกิริยาการตอบสนอง
ทางภูมิคุมกันของสัตวในกลุม Crustacean เกิดขึ้นในลกัษณะที่เปน Enzymatic cascade โดยการ
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กระตุนการทํางานของ Pro enzyme ที่เรียกวา ProPO ที่อยูในรูปทีย่ังไมสามารถทํางานได (Inactive 
form) ใหเปนเอนไซมในรูปที่พรอมจะทํางาน (Active form) ในรูป PO สามารถ Oxidize phenol ให
เปน Quinones เกิด Polymerize เปน Melanin ในที่สุด ซ่ึงคุณสมบัติที่สําคัญของ Malanin นอกจาก
จะสามารถฆาเชื้อโรคไดแลวยังมีคุณสมบัตทิี่เหนยีวสามารถยึดจับหรือปกคลุมไมใหเชื้อโรคหรือ
ส่ิงแปลก ปลอมสามารถเคลื่อนตัวไปยังสวนตาง ๆ ของรางกายได Gollas-Galvan et al. (1999) ได
ศึกษา ProPO ในกุง P. californiensis พบวาโปรตีนนี้สามารถถูก Hydrolyzed โดยเอนไซม 
Proteinases แลวจึงเปลี่ยนรูปเปน PO หรือ Tyrosinase-like phenoloxidase จากการศกึษาในครั้งนี้ยงั
พบวา ProPO ที่ไดจากการทาํใหบริสุทธิ์ไมสามารถถูกกระตุนไดโดยไลโปโพลีแซคคาไรด หรือ 
เบตา-กลูแคนในสภาพหลอดทดลอง 
 

การศึกษาในครั้งนี้เปนการยนืยันไดเปนอยางดีวาการใชเบตา-กลูแคนสามารถกระตุนให
เม็ดเลือดของกุงกุลาดําใหมกีารแสดงออกของยีน ProPO ไดสูงขึ้น โดยพบวา กุงทีไ่ดรับเบตา-กลู
แคนเกือบทกุกลุมการทดลองมีการแสดงออกของยีน ProPO มากกวากลุมควบคุมในทุก ๆ วันที่ทาํ
การตรวจสอบ ยกเวนในวนัที่ 10 ที่ปริมาณการแสดงออกของกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคน มีระดับการ
แสดงออกที่เบาบางกวากลุมควบคุม สอดคลองกับการทดลองของ Hernandez-Lopez (1996) ซ่ึง
รายงานวา PO activity จะเพิม่สูงขึ้นเมื่อกระตุนดวย เบตา-กลูแคนในรูปของ Laminarin ในอัตราที่
สูงขึ้นเชนกัน โดยพบวาเมื่อกระตุนเซลลเม็ดเลือดของ Brown shrimp ดวย Laminarin โดยใชความ
เขมขน ตั้งแต 0.01-10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร พบวาที่ระดับความเขมขนของ Laminarin 10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร จะมีการแสดงออกของ PO activity สูงที่สุด  
 
 Okumura (2007) ไดศึกษาผลของไลโปโพลีแซคคาไรดตอการแสดงออกของยีน 
Penaeidins, Crustin, SPและ ProPO ในกุงขาว (L. vannamei) โดยการฉีดดวยความเขมขนตางกัน 
ดวยวิธี Real-time RT-PCR พบวาภายหลังการฉีดดวยไลโปโพลีแซคคาไรดแลว การแสดงออกของ
ยีน AMPs, Penaeidin 2, Penaeidin 3, Penaeidin 4 และ Crustin มีการแสดงออกลดลงอยางรวดเรว็
และแปรผันตรงตามระดับความเขมขนของไลโปโพลีแซคคาไรด ที่เพิ่มขึ้นภายหลังการฉีดกระตุน
แลวเปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวจะกลับเขาสูระดับการแสดงออกปรกติภายใน 72 ช่ัวโมง โดยที่ระดับ
การแสดงออกของยีน SP และ ProPO ไมมีการเปลี่ยนแปลง แสดงใหเหน็วายีนในกลุม AMP มีการ
ตอบสนองตอการฉีดกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรด ขณะทีย่ีนในกลุม ProPO system  ไมมีการ
ตอบสนองจากการฉีดกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรด  
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 Lai et al. (2005) ไดทําการศกึษาการแสดงออกของยีน ProPO ในกุงขาว โดยวิธี RT-PCR 
พบวายนี ProPO ในกุงขาวสามารถตรวจพบไดในเม็ดเลอืดแตไมพบในตับและตับออน หรือ
กลามเนื้อ โดยยีน ProPO ของกุงขาวมีการตอบสนองตอ Exogenous protease (trypsin), Detergent 
(Sodium dodecyl sulphate), Algale และองคประกอบของผนังเซลลจุลชีพไดแก Laminarin, 
Sodium alginate, Zymosan และ ไลโปโพลีแซคคาไรด ซ่ึง ProPO จะไวตอ Proteinase inhibitors 
นอกจากในเมด็เลือดแลว Wang et al. (2006) ไดศึกษาการแพรกระจายของยีน ProPO ในกุงขาว
ดวยวิธี Northern blot แสดงใหเห็นวา ProPO สรางมาจากเม็ดเลอืดเปนหลัก และเมื่อตรวจสอบดวย 
เทคนิค RT-PCR พบวายีน ProPO มีการแพรกระจายใน เม็ดเลือด, เหงือก, หัวใจ, Lymphoid organ, 
กระเพาะอาหาร, ลําไส, Anterior midgut caecum และ Ganglion และแสดงออกนอยในสวนของ 
ตับและตับออน กลามเนื้อ และ Cuticular epidermis  และจากการตรวจสอบโดยเทคนิค in situ 
hybridization ยังแสดงใหเหน็วา เหงือก หัวใจ กลามเนื้อ, Haematopoietic tissue, ตับและตับออน 
เปนสวนที่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีน ProPO ไดเชนกัน เชนเดียวกับ F และ E cell ของ 
ตับและตับออน  
 

Hauton et al. (2005) ไดทําการศึกษาผลของการใชสารกระตุนภูมิคุมกนัชนิดตาง ๆ รวมทั้ง
การใชเบตา-กลูแคนในระดบั 0.025% ในการกระตุนการแสดงออกของยีน ProPO และ βGBP ใน
เม็ดเลือดของกุง Lobstor (Homorus gammarus) ในหลอดทดลอง โดยใชเทคนิค Real-time PCR 
พบวาเบตา-กลูแคนที่สกัดไดจากยีสต S. cerevisiae รวมทั้งสารกระตุนภูมิคุมกันอืน่ ๆ ไมสามารถ
กระตุนใหเซลลเม็ดเลือดชนดิ Granulocytes ใหเพิ่มการแสดงออกของยนี  ProPO และ βGBG ได
ในสภาพของเซลลที่เล้ียงในหลอดทดลองภายในเวลาสั้น ๆ ที่ 24 ช่ัวโมงได 
 

Hauton et al. (2006) ไดทําการศึกษาการใชสารกระตุนภูมิคุมกันสองชนิดคือเบตา-กลูแคน
และ Alginate โดยการแชกุงทดลอง European lobster (H. gammarus) น้ําหนกัประมาณ 0.15 กรัม 
โดยแบงเปนสองชุดการทดลองคือ การแชเพียงครั้งเดยีวประมาณ 3 ช่ัวโมง และทําการแชซํ้าทุก ๆ 
7 วัน จนครบวนัที่ 35 จากนัน้ทําการศึกษาการแสดงออกของยีน ProPO, βGBP และ AMP ดวย
เทคนิค Real-time PCR พบวา ภายหลังการแชคร้ังเดียวที่ 6 ช่ัวโมง การแสดงออกของยีนทั้งสาม
ชนิดไมไดเพิ่มการแสดงออกแตอยางใด แตพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญบางของยีน 
βGBP ระหวางการแชดวย βGBP และ  Alginate และยังพบวาการแชกุงซ้ําในทุก ๆ 7 วันไม
สามารถกระตุนใหยีนทั้งสามชนิดนี้มกีารแสดงออกที่เพิม่ขึ้นได แตเปนที่นาสังเกตวาในกุงที่
แข็งแรงไมวาจะเปนกุงในกลุมควบคุมหรือไดรับสารกระตุนภูมิคุมกันหรือไมก็ตามจะมีการ



 

79

แสดงออกของยีน AMP สูงกวา ProPO และ βGBP อยางชัดเจน นอกจากนีก้ารทดสอบความคุม
โรคในกุงทดลองดวยเชื้อแบคทีเรียชนิด Listonella anguillarum และ Aerococcus viridans พบวาไม
วาการใชเบตา-กลูแคนหรือ Alginate ก็ไมสามารถเพิ่มอัตราการรอดตายของกุงกลุมดังกลาวให
สูงขึ้นกวากลุมควบคุมได 
  

2.8  Antimicrobial peptide, Penaeidin และ Crustin 
 

Antimicrobial peptide (AMPs) สามารถจําแนกไดหลายชนิดพบไดทั้งในสัตวมี
กระดกูสันหลัง สัตวไมมีกระดูกสันหลัง และพืช เปน Small peptide มีขนาดประมาณ 150-200 
กรดอะมิโน น้าํหนัก 10 kDa จากการศึกษาหนาที่ของ AMPs ในสัตวเล้ียงลูกดวยนม และสัตวไมมี
กระดกูสันหลังบางชนิด แสดงใหเห็นถึงหนาที่ของ AMPs หลายอยาง เชนการควบคมุ 
Transcriptional, Translational, Subcellular locolixation, Post-translational modification และ 
Secretion regulation โดยสามารถจําแนก AMPs ออกเปน 4 ชนิดตามโครงสราง คือ 1) Linear 
peptides, forming α-helices and lacking in cysteine residues 2) Cystein-rich peptides with 
intramolecular disulfide bridge, forming hairpin-like β-sheet or α-helical-β-sheet mixed 
structure 3) Proline-rich peptides 4) Glycine-rich peptides (Bartlett et al., 2002) 

 
ในกลุมของ Penaeid shrimps นั้น AMPs ที่มีการศึกษาและไดทําการจําแนกแลวไดแก 

Penaeidin และ Crustin โดย Penaeidin นั้น พบครั้งแรกในกุง L. vannamei มีขนาดประมาณ 5.5-6.6 
kDa มีหลาย Isoforms ไดแก Penaeidin 1, 2, 3 และ 4 มีคุณสมบัติในการตานทานแบคทีเรียแกรม
บวก เชื้อรา รวมถึงแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด สวน Crustin นั้น ถูกพบครั้งแรกใน ปู Carcinus 
maenas และมโีครงสรางเปน Cystein-rich ขนาดประมาณ 11.5 kDa มีคุณสมบัติในการยับยั้ง
แบคทีเรียแกรมบวกเปนหลัก 

 
ในการศึกษาครั้งนี้ไดทําการศึกษาผลของเบตา-กลูแคนตอการแสดงออกของ ทั้ง Penaeidin 

และ Crustin รวมทั้ง AMP ที่ยังไมทราบกลุมอีกหนึ่งชนิดพบวา Crustin และ Penaeidin ในกลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคน มีการแสดงออกแตกตางกันกับกลุมควบคุมอยางเห็นไดชัดเจนในวนัที่ 1 ของ
การไดรับอาหารทดลอง นอกจากนี้ยังพบวาการแสดงออกของ Penaeidin ในกุงกลุมที่ไดรับเบตา-
กลูแคนยังมกีารแสดงออกแตกตางกับกลุมควบคุมอีกครั้งในวนัที่ 14 ขณะที่ AMP อีกหนึ่งชนิดนัน้ 
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จะสามารถเหน็ความแตกตางของการแสดงออกในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในระดับ 5 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม ในวันที่ 7 และ 14 ภายหลังการใหอาหารเทานั้น  

 
 Rattanachai et al. (2004) ไดศึกษา Crustin-like peptide ในกุง M. japonicus จากเมด็เลอืด 
พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดคลายกับ L. setiferus, L. vannamei และ C. maenas ถึง 80%, 80% และ 
44% ตามลําดบั จากการตรวจสอบการแสดงออก ดวยวธีิ RT-PCR ในอวัยวะตาง ๆ ไดแก  หวัใจ 
เม็ดเลือด ตับและตับออน เหงือก ลําไสสวนหนา ลําไสสวนกลาง กลามเนื้อ เนื้อเยื่อใตเปลือก และ
รังไข พบวา Crustin ของกุงมีการแสดงออกในสวนเม็ดเลือดเทานั้น นอกจากนีย้ังพบวา ระดับการ
แสดงออกของยีน Crustin เพิ่มขึ้นอยางมีนยัสําคัญ ที่ 1, 3 และ 7 วนั หลังใหอาหารที่ผสมเปปติโดก
ลัยแคนเมื่อตรวจสอบโดยวิธี Quantitative Real-time PCR  
 
 Supungul et al. (2004) ไดทําการศึกษาการแสดงออกของยนี AMP homologues, 
Antilipopolysaccharide factors (ALF), Penaeidins และ Crustins ในเมด็เลือดของกุงกุลาดํา ที่ฉีด
ดวย V. harveyi พบวายีน ยีน ALF จะมีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้นอยางมนีัยสําคัญ (P<0.05) แตยนี 
Crustins และ Penaeidins มีการแสดงออกลดลง และเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน ALF, 
Penaeidin และ Crustin โดยวิธี RT-PCR ในเนื้อเยื่อตาง ๆ จะพบวายีนเหลานี้จะมกีารแสดงออกอยู
ในเม็ดเลือดเปนหลัก 
 
 Vargas-Albores et al. (2004) ไดรายงานผลการศึกษายนี Crustin ในกุง L. vannamei พบวา 
Crustin ของกุงชนิดนี้เปนยนีในกลุม AMP ซ่ึงมีขนาดตางกันและสามารถแบงออกเปน 2 Isoforms 
(I และ P) โดยจะพบวาชนดิ I จะมีระดับการแสดงออกอยูในระดบัปรกติแตชนิด P จะถูกทําใหมี
การแสดงออกลดลงเมื่อไดรับเชื้อ V. alginolyticus  นอกจากนี้ (Okumura, 2007) ไดศึกษาผลของไล
โปโพลีแซคคาไรด โดยการฉีดดวยความเขมขนตางกันตอการแสดงออกของยีน Penaeidins, 
Crustin, SP และ ProPO ในกุงขาว (L. vannamei) ดวยวิธี Real-time RT-PCR พบวาภายหลังการฉีด
ดวยไลโปโพลีแซคคาไรดแลว การแสดงออกของยีน AMPs, Penaeidin 2, Penaeidin 3, Penaeidin 4 
และ Crustin มีการแสดงออกลดลงอยางรวดเรว็และแปรผันตรงตามระดับความเขมขนของไลโป
โพลีแซคคาไรด ที่เพิ่มขึ้นภายหลังการฉีดกระตุนแลวเปนเวลา 4 ช่ัวโมง แลวจะกลับเขาสูระดับการ
แสดงออกปรกติภายใน 72 ช่ัวโมง โดยทีร่ะดับการแสดงออกของยีน SP และ ProPO ไมมีการ
เปลี่ยนแปลง แสดงใหเห็นวายีนในกลุม AMP มีการตอบสนองตอการฉีดกระตุนดวยไลโปโพลี
แซคคาไรด 
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Hauton et al. (2006) ไดทําการศึกษาการใชสารกระตุนภูมิคุมกันสองชนิดคือเบตา-กลูแคน
และ Alginate โดยการแชกุงทดลอง European lobster (H. gammarus) ขนาดประมาณ 0.15 กรัม 
โดยแบงเปนสองชุดการทดลองคือ การแชเพียงครั้งเดยีวประมาณ 3 ช่ัวโมง และทําการแชซํ้าทุก ๆ 
7 วัน จนครบวนัที่ 35 จากนัน้ทําการศึกษาการแสดงออกของยีน ProPO, βGBP และ AMP ดวย
เทคนิค Real-time PCR พบวา ภายหลังการแชคร้ังเดียวที่ 6 ช่ัวโมง การแสดงออกของยีนทั้งสาม
ชนดิไมไดเพิ่มการแสดงออกแตอยางใด แตพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญบางของยีน 
βGBP ระหวางการแชระหวาง βGBP และ Alginate และยังพบวาการแชกุงซ้ําในทกุ ๆ 7 วันไม
สามารถกระตุนใหยีนทั้งสามชนิดนี้มกีารแสดงออกที่เพิม่ขึ้นได แตเปนที่นาสังเกตวา ในกุงที่
แข็งแรงไมวาจะเปนกุงในกลุมควบคุมหรือไดรับสารกระตุนภูมิคุมกันหรือไมก็ตามจะมีการ
แสดงออกของยีน AMP สูงกวา ProPO และ βGBP อยางชัดเจน  

 

 Destoumieux et al. (2000) ไดศึกษาการแสดงออกของยีน Penaeidin ในกุงขาว L. 
vannamei ที่ฉีดดวยเชื้อ Aerococcus viridans, V. alginolyticus และ Fusarium oxysporum บริเวณ
กลามเนื้อปลองลําตัว พบวา Penaeidin จะมีการแสดงออกลดลงในระบบเลือดภายหลังจากการฉีด
เชื้อ 3 ช่ัวโมงแรก เชนเดียวกับ Munoz et al. (2002)  ไดรายงานผลการศึกษาการแสดงออกของยีน
และการแพรกระจายในเนื้อเยื่อตาง ๆ ตอการตานทานเชือ้โรค แสดงใหเห็นวาการหลั่ง Penaeidin 
จะถูกควบคุมจากเม็ดเลือดชนิด Large granulocytes โดยจะมีการสรางออกมาและแพรกระจายไป
ตามกระแสเลอืดและแทรกในเนื้อเยื่อของกุง โดยมี 2 ขัน้ตอนที่เกดิขึน้ คือขั้นแรกเม็ดเลือดเคลื่อน
ตัวไปที่บริเวณติดเชื้อภายใน 12 ช่ัวโมงแรก ไปรวมตวักันมากขึ้นแลวหล่ัง Penaeidin ออกมา ตอมา
เม็ดเลือดในระบบหมุนเวียนเลือดและในเนือ้เยื่อจะเพิ่มการสราง Penaeidin ซ่ึงอาจจะเกิดการเพิ่ม
จํานวนของเมด็เลือด สุดทายเมื่อเม็ดเลือดพบกับแบคทีเรียจะทําใหเกดิการทํางานของ Penaeidin 
โดยจะทําใหเกิดการแตกของเซลลของเชื้อโรค นอกจากนี้ยังพบวา Penaeidin ยังทําหนาที่จับกับ
แบคทีเรีย เพื่อกระตุนใหเกิด Opsonic activity ในที่สุด และตอมา Munoz et al. (2003) ไดศึกษาการ
แสดงออกของยีน Penaeidin ในกุงขาวระยะตาง ๆ คือ Early larval stages (Nauplius V, Zoea I, II, 
III และ Mysis II) และใน Post-larvae (1 และ 8) โดยวิธี in situ hybridization และ 
Immunohistochemical analyses พบวา Penaeidin มีการแสดงออกนอยในชวง Mysis II แตจากการ
วิเคราะหดวย RT-PCR พบวา Penaeidin พรอมที่จะแสดงออกในชวง Nauplius V และไมพบใน
เซลลอ่ืนนอกจากเม็ดเลือด นอกจากนี้ Munoz et al. (2004) ไดศึกษากลไกการตานทานเชื้อ V. 
penaeicida  ของกุง L. stylirostris โดยวิธี RT-PCR ในเมด็เลือดของกุง โดยพบวากุงทีต่ิดเชื้อ
แบคทีเรีย จะมผีลทําให Penaeidin ถูกจํากัดใหแสดงออกอยูที่เหงือกและ Lymphoid organ อยางไร
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ก็ตามภายหลังการติดเชื้อไปแลวระยะหนึ่ง กุงจะมกีารตอบสนองโดยการสรางเม็ดเลือดออกมาเปน
จํานวนมากแลวหล่ัง Penaeidin ออกมากําจดัเชื้อแบคทีเรยีในที่สุด 
 
 Kang et al. (2004) ไดศึกษาการแสดงออกของยีนในกลุม Penaeidin ในกุง F. chinensis 
ดวยวิธี  RT-PCR และ in situhybridization พบวา Penaeidin มีการแพรกระจายในเม็ดเลือด 
(granular haemocytes), หัวใจ เหงือก ลําไส และเนื้อเยื่อใตเปลือก โดยจะพบการแสดงออกใน
ปริมาณมากในเม็ดเลือดเปนหลัก ขณะที่ Chiou et al. (2005) ไดทําการศึกษาความสามารถในการ
ยับยั้งแบคทีเรยีของ Penaeidin ในกุงกุลาดาํพบวา Penaeidin-like protein สามารถยับยั้งแบคทีเรียแก
รมลบและแกรมบวก 3 ชนดิคือ Escherichia coli, V. harveyi, V. alginolyticus และ Aerococcus 
viridans และ filamentous fungi 2 ชนิด คือ F. pisi และ F. oxysporum ไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 
3.  การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานเชื้อแบคทีเรียเรืองแสงและไวรัสดวงขาวในกุง
กุลาดํา 
 
 การเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานเชื้อแบคทีเรียเรืองแสงพบวา ภายหลังจาก
ที่กุงไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารระดับตาง ๆ กันเปนเวลา 14 วัน แลวทําการทดสอบความคุมโรค 
โดยการฉีดกุงทดลองดวยเชือ้แบคทีเรียเรืองแสงที่มีชีวิต กุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารระดับ 5 
กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สามารถตานทานเชื้อเรืองแสงดีกวากลุมควบคุมและกลุมทดลองอื่น ๆ 
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) นับตั้งแตวนัที่สองของการทดสอบไปจนถึงสิ้นสุดการทดลอง 
โดยมีอัตราการตายสะสมที่ส้ินสุดการทดลองเปน 33.0+0.0% เทานั้น ขณะที่กุงในกลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารระดับ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม จะเริ่มมีอัตราการตายสะสมแตกตาง
จากกุงในกลุมควบคุมและกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม ใน
วันที่ 8 จนถึงวนัที่ 11 อยางไรก็ตาม เมื่อส้ินสุดการทดลอง อัตราการตายสะสมของกุงกลุมนี้ก็ไม
แตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) กับกุงในกลุมควบคุมและกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร
ในอัตรา 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยมีอัตราการตายสะสมเปน 55.6+8.6%, 72.2+17.2% และ 
61.1+8.6% ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารในระดบั 3 และ 5 กรัม/
อาหาร 1 กิโลกรัม สามารถกระตุนใหกุงกลุาดํามีการตานทานเชื้อแบคทีเรียเรืองแสงไดดีขึ้นอยาง
ชัดเจน ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ ฉัทชนัน (2549) ที่ทดลองใหอาหารผสมเบตา-กลูแคนใน
ระดับ 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม โดยประเมินจากองคประกอบตาง ๆ ทางภูมิคุมกัน ไดแก 
total haemocytes count, phenoloxidase specific activity และความตานทานตอเชื้อแบคทีเรีย  
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V. harveyi พบวาเบตา-กลูแคนที่ระดับ 3 กรัม/อาหาร 1 กโิลกรัม สามารถเพิ่มระดับภูมคิุมกันของ
กุงขาวไดหลังจากการใหอาหารเปนเวลา 2 สัปดาห  

 
นอกจากนี้ Scholz et al. (1999) ซ่ึงไดทดลองเลี้ยงกุงขาว (L. vannamei) ดวยอาหารตางกัน 

5 ชนิด ซ่ึงไดแก อาหารผสม 1% ยีสต S. cerevisiae, อาหารผสม 0.1% เบตา-กลูแคนที่สกัดไดจาก 
S. cerevisiae, อาหารผสม 1% ยีสต Phaffia rhodozyma, อาหารผสม  1% Experimental yeast 
(HPPR1) และอาหารปรกตเิปนระยะเวลา 7 สัปดาห พบวาไมมีความแตกตางของการเจริญเติบโต
ในกุงที่ไดรับอาหารชนิดตาง ๆ แตอัตรารอดของกุงขาวที่เล้ียงดวย S. cerevisiae, P. rhodozyma 
และ yeast สูงกวาที่เล้ียงดวย เบตา-กลูแคนอยางมีนัยสําคญั (P=0.006) และสูงกวาอยางไมมี
นัยสําคัญในกลุมควบคุม น้ําหนักรวมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญโดยกุงทีเ่ล้ียงดวย  P. 
rhodozyma มีน้ําหนกัดีกวาเบตา-กลูแคน ความสามารถในการกําจัดแบคทีเรียในน้ําเลือดโดยการแช
เชื้อ V. harveyi สายพันธุ BP05 หลังจากการแช 27 ช่ัวโมง กุงที่ไดรับอาหารผสม S. cerevisiae, P. 
rhodozyma HPPR1 และกลุมควบคุม ไมมคีวามแตกตางทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกบักุงที่ไมไดแช
เชื้อ PO activity ในแตละกลุมแตกตางกันโดยกุงทีไ่ดรับอาหารผสม Phaffia มีคาต่ํากวากลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคนอยางมนีัยสําคัญ (P=0.003) 
 

อยางไรก็ตามผลการศกึษาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารตอการตานทานเชื้อไวรัส 
WSSV กลับพบวา กุงที่ไดรับการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหาร 1, 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม
ไมสามารถตานทานไวรัส WSSV ได โดยพบวาภายหลงัการฉีดเชื้อไวรัส WSSV เพือ่ทดสอบความ
คุมโรคแลวเปนเวลา 2 วัน กุงในทุก ๆ กลุม เริ่มแสดงการตายออกมาใหเห็น และเพิม่ขึ้นอยาง
รวดเร็วในวันที่ 3-5 ภายหลังการไดรับเชือ้ และโดยเฉพาะอยางยิ่งในวนัที่ 6 ภายหลังการฉีดเชื้อ กุง
ในกลุมควบคมุและกุงที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม มีอัตรา
การตายสะสมเปน 100% ขณะทีก่ลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 
1 กิโลกรัม ยังคงมีกุงเหลือชีวิตรอดอยูบางแตไมมากนัก โดยมีอัตราการตายสะสมเทากับ 90+0.0% 
และ 96.67+5.16% ตามลําดบั และยังเปนที่นาสังเกตวา ในวนัที่ 9 ของการไดรับเชื้อไวรัส มีเพียงกุง
ในกลุมที่ไดรับเบตากลูแคนในอาหาร ระดบั 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  ที่ยังมีชีวิตรอด โดยมีอัตรา
การตายสะสมเปน 93.33+5.16% จนถึงสิ้นสุดการทดลอง แตอยางไรก็ตามเมื่อนํากุงที่เหลือรอดไป
ตรวจสอบการปนเปอนเชื้อไวรัส WSSV ดวยวิธี One-step PCR ยังพบวากุงที่เหลือรอดนั้น ยังมีการ
ปนเปอนของเชื้อไวรัสอยูอยางชัดเจน ทีเ่ปนเชนนี้อาจมสีาเหตุเนื่องมาจากความเขมขนของไวรัสที่
ใชในการทดลองครั้งนี้มีความเขมขนสูงเกนิไปหรืออาจจะเปนเพราะวธีิการทดสอบความคุมโรค
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โดยการฉีดไวรัสเขาไปในตวักุงโดยตรงอาจเปนวิธีที่ไมเหมาะสม นอกจากนี้อาจเปนเพราะระดับ
ของเบตา-กลูแคนที่ใหยังมีระดับต่ํากวาระดับที่สามารถกระตุนระบบภูมิคุม กันของกุงใหสามารถ
ตานทานตอไวรัสได  

 
ซ่ึงผลของการทดลองครั้งนี้ใหผลคอนขางแตกตางกับ การทดลองของ Chang et al. (2003) 

ซ่ึงพบวาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารในระดบั 1, 2, 10 และ 20 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม และ
ภายหลังทดสอบความคุมโรคดวยเชื้อไวรัส WSSV กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารใน
ระดับ 2, 10 และ 20 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม  มีอัตราการรอดตายที่วนัที่ 12 ของการฉีดเชื้อเปน 
30.0%, 42.2% และ 24.4% ตามลําดับ และเมื่อตรวจสอบการติดเชื้อไวรัสของกุงที่เหลือดวยเทคนิค 
Two-Step PCR ก็ยังพบวา กุงที่เหลือรอดทั้งสามกลุมนี้ยังมีกุงที่ติดเชื้อ WSSV อยูประมาณ 55%, 
65% และ 65% ตามลําดับ  ซ่ึงอาจเปนไปไดวาการทดลองในครั้งนี้ไดใหอาหารที่ม ี
เบตา-กลูแคนผสมอยูต่ํากวาและยังใชเวลาการใหส้ันกวาดวย อาจเปนผลทําใหระบบภูมิคุมกันของ
กุงอยูในระดับที่สามารถตานทานไดเฉพาะในสวนของแบคทีเรียเทานัน้ แตกย็ังไมสูงพอที่จะ
สามารถตานทานตอการติดเชื้อของไวรัส WSSV ได      
 
 
 



สรุป 
 
 1.  การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เกีย่วของกับระบบภมูิคุมกันในอวยัวะตาง ๆ ของกุง
กุลาดําปรกติไดแก เมด็เลือด หัวใจ ตับและตับออน กลามเนื้อ ลําไสสวนตน ลําไสสวนกลาง ลําไส
สวนทาย เหงอืก และเนื้อเยือ่ใตเปลือก โดยวิธี RT-PCR พบวามีการแสดงออกมากในเม็ดเลือด
นอกจากนี้ยังสามารถพบไดในเหงือก หวัใจ ตับและตับออน อาจเพราะเปนอวยัวะท่ีมีเลือดไปหลอ
เล้ียงเปนจํานวนมาก แสดงใหเห็นวาเมด็เลอืดเปนศูนยกลางในการตอบสนองทางภมูิคุมกันที่สําคัญ  
 

2.  การศึกษาในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวาการใชเบตา-กลูแคนซึ่งสกัดไดจากผนังเซลลของ
ยีสตในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัมนั้น สามารถกระตุนใหกุงกุลาดํามีการตอบสนองทาง
ภูมิคุมกันเพิ่มมากขึ้น โดยพบวาการเสริมเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับดังกลาวจะมีผลใหมีการ
เพิ่มระดับการแสดงออกของยนีที่เกี่ยวของกับการตอบสนองทางภูมิคุมกันทุกชนิดทีท่ําการประเมนิ
โดยการใชเทคนิค RT-PCR อยางไรก็ตาม การแสดงออกของยีนเหลานีย้ังไมมีการแสดงออกมาเปน
รูปแบบ (Pattern)  เดียวกัน โดยพบวาในชวงวันที่  1 - 3 ยนีในกลุม  SPI, Peroxinectin, Lysozyme, 
βGBP, AMP, Crustin, Penaeidin และ ProPO มีการแสดงออกสูงในกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลู
แคนในอาหาร ขณะทีใ่นวนัที่ 7 กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร จะมแีนวโนมในการเพิม่
การแสดงออกของยีน AMP และ Crustin สูงกวายนีในกลุมอื่น และเมือ่ส้ินสุดการทดลองที่ 14 วัน
กอนการทดสอบความคุมโรคกับเชื้อแบคทีเรียและไวรสั ยีน TGase, Peroxinectin, βGBP, AMP, 
Penaeidin และ ProPO ในกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม มีแนวโนมของการแสดงออกของยีนเหลานี้สูงกวากุงที่ไมไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร 

 
 อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาในภาพรวมแลวนอกจากเบตา-กลูแคนจะไปมีผลกระตุนใหกุง

กุลาดํามีการตอบสนองโดยการสรางโปรตีนที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันแลวในหลาย ๆ รายงาน
ยังพบวาเบตา-กลูแคน ยังสามารถกระตุนใหเซลลที่ทําหนาที่ในการดักจับกินเชื้อโรคหรือส่ิง
แปลกปลอม (Phagocytosis) ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึ้นและยังพบวาเบตา-กลูแคนยัง
สามารถกระตุนใหกุงมีการเพิ่มปริมาณเมด็เลือด และการเพิ่มการหลั่งสารหรือเอนไซมสําคัญใน
การทําลายเชื้อโรคบางชนิด ในระบบหมุนเวียนเลือด ซ่ึงเม็ดเลือดนั้นเปนที่ทราบแลววาเปนกลุม
เซลลที่ทําหนาที่ในการตอบสนองตอระบบภูมิคุมกันโดยตรง กลไกเหลานี้จึงมีสวนสําคัญที่ชวยให
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กุงกุลาดํามีความสามารถในการตานทานโรคและตอบสนองตอเชื้อโรคและสิ่งแปลกปลอมที่บุกรุก
เขามาในรางกายไดดียิ่งขึ้น 

 
 3.  ผลจากการศึกษาการเสรมิเบตา-กลูแคนในอาหาร ตอการตานทานเชื้อแบคทีเรียและ
ไวรัสพบวา กุงกุลาดําที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหาร โดยเฉพาะในระดับ 3 และ 5 กรัม/อาหาร 1 
กิโลกรัม สามารถตานทานเชื้อแบคทีเรียเรืองแสงไดดกีวากลุมควบคุม และกุงในกลุมที่ไดรับเบตา-
กลูแคนในระดับ 1 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยเฉพาะในกลุมที่
ไดรับเบตา-กลูแคนในระดบั 5 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม สอดคลองกับการทดลองการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันในการทดลองขางตน ซ่ึงสะทอนใหเห็นอยาง
ชัดเจนถึงบทบาทที่สําคัญของยีนกลุมดังกลาวในการทําหนาที่ในการตานทานการบกุรุกของเชื้อ
แบคทีเรียเรืองแสง อยางไรกต็ามในการทดสอบกับเชื้อไวรัส WSSV นัน้ กลับใหผลที่ไมนาพอใจ
นักเนื่องจาก กุงในกลุมที่ไดรับเบตา-กลูแคนในอาหารในระดับ 3 กรัม/อาหาร 1 กิโลกรัม เทานั้น ที่
เหลือรอดเพียง 2 ตัว จากทั้งหมด 30 ตัว อยางไรก็ตามเมือ่ทดสอบการติดเชื้อในกุงทีเ่หลือ ยังคง
พบวากุงดังกลาวยังคงมกีารติดเชื้อในระดบัที่สูงอยู ทั้งนีอ้าจเนื่องมาจากความเขมขนของไวรัสมี
ความเขมขนสงูเกินไป หรืออาจจะเปนวิธีการทดสอบความคุมโรคโดยการฉดีไวรัสเขาไปในตวักุง
โดยตรงเปนวธีิที่ไมเหมาะสม นอกจากนี้อาจเปนเพราะระดับของเบตา-กลูแคนและระยะเวลาทีใ่ห
ยังมีระดับต่ํากวาระดับที่สามารถกระตุนระบบภูมิคุมกันของกุงใหสามารถตานทานตอไวรัสได  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

87

ขอเสนอแนะ 
 
 การศึกษาในครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวา β-glucan ที่เสริมในอาหารสามารถกระตุนใหกุง
กุลาดํามีการแสดงออกของยนีที่เกีย่วของกบัภูมิคุมกันทีท่ําการศึกษาสวนใหญ มีการแสดงออกที่
สูงขึ้น และสอดคลองกับความสามารถในการตานทานเชือ้แบคทีเรียเรืองแสงที่ดีขึ้น อยางไรก็ตาม
เนื่องจากในปจจุบันการศกึษาระบบภูมิคุมกันในกุงกุลาดํายังมีอยูคอนขางจํากัด โดยเฉพาะ
การศึกษาความสัมพันธระหวางตัวกุงกับเชื้อโรค (Pathogen-host relationship) นอกจากนี้การใชยีน
ที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกนัของกุงกุลาดาํเพียง 10 ยีน ศึกษาการตอบสนองตอสารกระตุน
ภูมิคุมกันยังไมสามารถเปนขอสรุปของการแสดงออกของระบบภูมิคุมกันทั้งหมดได ดังนั้น
การศึกษาที่เกีย่วของกับระบบภูมิคุมกันของกุงยังเปนสิ่งจําเปนที่จะทําใหการหาแนวทางปองกัน 
และรักษาโรคเปนไปอยางถกูตองและมีประสิทธิภาพสูงสุดตอไปในอนาคต 
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อาหารเลี้ยงเชื้อ 
 
1.  Trypticase Soy Agar/Broth (TSA/TSB) ปริมาตร 1 ลิตร 
 
 ช่ัง TSA/TSB 40 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือดแลวนําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน
ไอ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 20 นาท ี
 
2.  Thiosulfate Citrate Bile-Salt Sucrose Agar (TCBS) ปริมาตร 1 ลิตร  
 
 ช่ัง TCBS 88 กรัม ในน้ํากลั่น 1 ลิตร ตมใหเดือด  
 

สารเคมีท่ีใช 
 
1.  Anticoagulant  
  
 Tri-sodium citrate dihydrate     4.0  กรัม 
 RPMI Medium 1640, GIBCOTM     40.0 มิลลิลิตร 
  
 ผสมใหเขากันแลวจึงนําไปเก็บที่ -4 องศาเซลเซียส 
 
2.  PBS buffer (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 
 
 NaCl       8.0 กรัม 
 KCl       0.2 กรัม 
 Na2HPO4      1.44 กรัม 
 KH2PO4       0.24 กรัม 
 
 เติมน้ํากลั่นปรมิาตร 800 มิลลิลิตร แลวปรับ pH ใหไดประมาณ 7.4 ดวยกรดเกลือเขมขน 
(Conc. HCl) จากนั้นเติมน้ํากลั่นใหครบ 1,000 มิลลิลิตร นําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอ 
(Autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 20 นาที 
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3.  1.5 % Agarose Gel 
 
 ช่ัง Agarose ใสในบัฟเฟอร TBE (1 X) ใหมีความเขมขน 1.5% ตมจนกระทั่ง Agarose 
ละลายในบัฟเฟอรเปนเนื้อเดียวกัน ทิ้งไวใหเย็นลงถึงประมาณ 60 องศาเซลเซียส นํ าไปเทลง Gel 
Chamber ที่มี Comb ตั้งอยูเรียบรอยแลว ทิ้งไวจน Agarose แข็งตัวจึงดงึ Come ออกและเท TBE 
(1X) จนทวม gel เล็กนอย 
 
4.  5x TBE (Tris-Borate-EDTA) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
  
 Tris base       54.0 กรัม 
 Boric acid      27.5 กรัม 
 EDTA (pH 8.0)      20.0 กรัม  
  

ปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร แลวจึงนําไปฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดันไอที่อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 20 นาที 
 
5.  10 X Loading dye 
 

Ficol 400      7.5  กรัม 
Bromphenol blue     0.125 กรัม 
เติมน้ํากลั่นที่ผานการฆาเชื้อแลว    50.0 มิลลิลิตร 

 
 ใสใน Eppendorf tube แลวเก็บไวในตูเย็นจนกวาจะนํามาใช  
 
6.  Ethidium bromide (5 µg/ml) 
 
 ในการยอม Agarose gel ควรทําเปน Stock solution โดยละลายผง Ethidium bromide ดวย
น้ํา deionized ใหมีความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร จากนั้นจึงเตรียมความเขมขนเพื่อใช
สําหรัแช Agarose gel ใหไดความเขมขน 0.5 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 



 

112

7.  Marker 100 bp ปริมาตร 60 ไมโครลิตร 
 
 100 bp DNA Ladder plus     10 ไมโครลิตร 
 6x Loading dye solution      10 ไมโครลิตร 
 Distilled water      40 ไมโครลิตร 
    ปริมาตรรวม   60 ไมโครลิตร  
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ตารางผนวกที่ 1  อัตราการตายสะสมเฉลี่ย (เปอรเซ็นต) ของกุงกุลาดําทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในปริมาณตาง ๆ หลังฉีดเชื้อ Vibrio harveyi  
 

ชุดการทดลอง วันที ่
  1 2 3 4 5 6 

กลุมควบคุม 0.00±0.00ns 33.33±0.89b 38.83±0.52b 44.50±0.52b 50.00±0.89b 55.50±1.37b 
เบตา-กลูแคน 1 กรัม 0.00±0.00ns 27.83±0.52ab 44.50±0.52b 44.50±0.52b 50.00±0.00b 55.50±0.52b 
เบตา-กลูแคน 3 กรัม 0.00±0.00ns 33.33±0.00b 44.50±0.52b 50.00±0.00b 50.00±0.00b 50.00±0.00b 
เบตา-กลูแคน 5 กรัม 0.00±0.00ns 11.17±0.52a 11.17±0.52a 11.17±0.52a 11.17±0.52a 22.17±0.52a 
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ตารางผนวกที่ 1  (ตอ) 
 

ตัวอยาง วันที ่
  7 8 9 10 11 12 

กลุมควบคุม 55.50±1.37b 66.67±0.89b 72.17±1.03b 72.17±1.03b 72.17±1.03b 72.17±1.03b 
เบตา-กลูแคน 1 กรัม 61.17±0.52b 61.17±0.52b 61.17±0.52b 61.17±0.52b 61.17±0.52b 61.17±0.52b 
เบตา-กลูแคน 3 กรัม 50.00±0.00b 50.00±0.00b 50.00±0.00b 50.00±0.00b 50.00±0.00b 55.50±0.52b 
เบตา-กลูแคน 5 กรัม 27.83±0.52a 27.83±0.52a 27.83±0.52a 33.33±0.00a 33.33±0.00a 33.33±0.00a 

 
หมายเหตุ  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางผนวกที่ 2  อัตราการตายสะสมเฉลี่ย (เปอรเซ็นต) ของกุงกุลาดําทีไ่ดรับเบตา-กลูแคนในปริมาณตาง ๆ หลังฉีดเชื้อ White Spot Syndrome Virus 
 

ตัวอยาง วันที ่
  1 2 3 4 5 6 7 

กลุมควบคุม 0.00±0.00ns 6.70±1.03a 30.00±0.89a 80.00±0.89ab 96.70±0.52a 96.70±0.52a 100.00±0.00b 
เบตา-กลูแคน 1 กรัม 0.00±0.00ns 20.00±0.89a 56.70±2.07a 90.00±0.89b 90.00±0.89a 93.30±0.52a 100.00±0.00b 
เบตา-กลูแคน 3 กรัม 0.00±0.00ns 10.00±0.00a 46.70±1.03a 66.70±0.52a 86.70±0.52a 86.70±0.52a 90.00±0.00a 
เบตา-กลูแคน 5 กรัม 0.00±0.00ns 20.00±0.00a 50.00±0.89a 93.30±1.03b 93.30±1.03a 96.70±0.52a 96.70±0.52b 
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ตารางผนวกที่ 2  (ตอ) 
 

ตัวอยาง วันที ่
  8 9 10 11 12 13 14 

กลุมควบคุม 100.00±0.00b 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 
เบตา-กลูแคน 1 กรัม 100.00±0.00b 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 
เบตา-กลูแคน 3 กรัม 90.00±0.00a 90.00±0.00ns 93.30±0.52ns 93.30±0.52ns 93.30±0.52ns 93.30±0.52ns 93.30±0.52ns 
เบตา-กลูแคน 5 กรัม 90.67±0.52b 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 100.00±0.00ns 

 
หมายเหตุ  คาเฉลี่ยที่กํากับดวยตวัอักษรที่แตกตางกันในแนวตั้งหมายถึงมีความแตกตางกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ประวัติการศึกษา  
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สถานที่เกิด  กรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (เพาะเลีย้งสัตวน้ํา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
  
  
  
  

 


